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Zusammenfassung

Sdugerzellen sind in der Lage, durch schnelle Anderung des genetischen Programms auf
veriinderte Umwelteinfliile zu reagieren. Das menschliche Kollagenase-Gen wird nach
TPA-Behandlung oder UV-Bestrahlung von Zellen sehr schnell aktiviert. Beide
Induktoren wirken tiber verschiedene Signalketten, die spétestens in dem Transkriptions-
faktor AP-1 (c-Fos/c-Jun) konvergieren, der fiir die Induktion der Kollagenase
verantwortlich ist. AP-1 wird offensichtlich durch posttranslationelle Modifikationen
aktiviert. Sowohl TPA-Behandlung als auch UV-Bestrahlung von Zellen fiihren bereits
nach 15 Minuten zu einer Modifikation von c-Fos und c¢-Jun. Die Modifikationen sind je
nach Induktor unterschiedlich, was bedeutet, dafl die durch TPA und UV induzierten
Signalketten bis zur Aktivierung von AP-1 unterschiedlich verlaufen. Die Identifizierung
der Modifikationen erfolgte durch Peptid Kartierung und Analyse von Deletionsmutanten.
Das c-Jun Protein wird nach TPA Induktion im Bereich der Transaktivierungsdoméinen
phosphoryliert und nahe der DNA Bindedoméne dephosphoryliert. Die UV-induzierten
Modifikationen von c-Jun fiihren zu zwei Modifikationsformen, wobei eine Form die
gleichen Modifikationen wie c-Jun nach TPA Induktion triigt, wihrend die andere Form
zusétzlich phosphoryliert wird. Das c-Fos Protein wird nach TPA Induktion im
carboxyterminalen Bereich sowohl phosphoryliert als auch dephosphoryliert und erfahrt
eine zusitzliche Modifikation, die sich in einem veridnderten Laufverhalten im SDS-
Polyacrylamid-Gel zeigt. UV-Bestrahlung fiihrt nicht zu dieser Modifikation, Desweiteren
sind die Phosphorylierungsunterschiede zu c-Fos aus unbehandelten Zellen nicht so
prignant wie nach TPA Behandlung der Zellen. Die Analyse von Deletionsmutanten von
c-Fos in der Peptid Kartierung, sowie die Untersuchung der transaktivierenden und TPA-
Induktion vermittelnden Dominen durch chimire GAL4-c-Fos Proteine, fijhrte zur
Identifikation von zwei Transaktivierungsdominen und einer TPA-Induktion
vermittelnden Domine im carboxyterminalen Bereich. Diese koénnen von einer
reprimierenden Domine im duBlersten Carboxyterminus unterschieden werden. Die Arbeit
hat zum ersten Mal die genetisch relevanten schnellen Modifikationen an c-Fos und c-Jun
identifiziert, sie in funktionellen Zusammenhang gestellt und den ersten Hinweis auf
Signal-spezische modifizierende Enzyme geliefert,




Abstract

Modifications of the transcription factors c-Fos and c-Jun: A key to
understanding the immediate induction of genes

Mammalian cells react to environmental signals by immediate changes in their genetic
program. The human collagenase gene is rapidly induced after the treatment of cells with
the tumor promoter TPA or irradiation with ultraviolett radiation. Both inductors work by
different signal chains which converge at the latest in the activation of the transcription
factor AP-1 (c-Fos/c-Jun), this being the mediator for the induction of the collagenase
gene. The activation occurs by posttranslational modifications. C-Fos and c-Jun are
already modified 15 min after cell induction. The modifications are different for TPA
treatment and UV irradiation, This shows, that the different pathways do not converge
before the activation of AP-1. The modification were characterized by peptid mapping and
analysis of deletion mutants. The c-Jun protein becomes increasingly phosphorylated in
the transactivation domain and dephosphorylated near the DNA binding domain after
treatment of cells with TPA. UV irradiation leads to two different modified forms of the c-
Jun protein. One of them shows the same modifications as c-Jun from TPA treated cells,
whereas the other form shows two additional phosphorylations. The c-Fos protein
becomes phosphorylated as well as dephosphorylated after TPA treatment of cells.
Besides this, there is an additional modification which leads to a change in the
electrophoretical mobility of the Fos protein. This modification is not detectable after UV
irradiation of cells. Moreover, the changes in phosphorylation are not as pronounced as
after the TPA treatment of the cells. The investigation of the transactivation ability of the
c-Fos wildtyp protein and the deletion mutants by GAL4-Fos fusion proteins leads to the
identification of two transactivation domains and one domain, which mediates the
activation of the c-Fos by TPA. All of these domains are located in the carboxyterminal
region of the protein and can be distinguished from a repressing domain in the extreme
carboxyterminal end of the protein. In the present work, the genetically relevant rapid
modification of c-Fos and c-Jun have been identified and put in a functional connection.
Moreover, first hints were provided for signal specific modifying enzymes.
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Kinleitung

Die schnelle Anderung des genetischen Programms ist eine der wichtigsten Reaktionen
der eukaryontischen Zelle auf sich indernde Umwelteinfliisse. Voraussetzung fiir diese
Fihigkeit ist: (1) die Erfassung der Verdnderungen, (2) die Umwandlung und Trans-
duktion des Signals und (3) die Modifikation von regulatorischen Proteinen, wie
beispielsweise Transkriptionsfaktoren, die damit in die Lage versetzt werden, bestimmte
Gene zu aktivieren oder zu reprimieren, und so zur Anderung des genetischen Programms

fiihren.

Unter physiologischen Bedingungen erfolgt die Erfassung von extrazelluldren Signalen,
wie beispielsweise Hormonen oder Wachstumsfaktoren, durch spezifische Rezeptoren in
der Zellmembran oder im Inneren der Zelle. Die Membranrezeptoren besitzen meistens
Proteinkinaseaktivitit, die die Weitergabe der Information ermdoglichen (Heldin und
Westmark, 1984; Evans, 1988). Bei den Signalketten, welche die extrazelluldren Signale
in die verschiedenen Kompartimente der Zelle weiterleiten, sind Protein-Kinasen und
Phosphatasen von zentraler Bedeutung. Spezifische Protein-Kinasen tibertragen Phosphat
von ATP auf Serin/Threonin oder Tyrosin (zur Ubersicht: Hunter und Cooper, 1985;
Edelmann et al., 1987). Protein-Phosphatasen entfernen Phosphat aus Tyrosin oder
Serin/Threonin. Je nach Empfindlichkeit gegeniiber Inhibitoren werden die
Serin/Threonin-Phosphatasen derzeit grob in zwei Guppen, Phosphatase I und
Phosphatase II, und diese nochmals in IIA, IIB und IIC untergliedert (zur Ubersicht:
Cohen, 1989). Fehlfunktionen innerhalb der Phosphatasen und Kinasen kinnen zur
Transformation von Zellen fijhren. So kodiert beispielsweise das raf Onkogen fiir ein
cytoplasmatisches Protein mit Serin/Threonin-Kinase Aktivitit (Moelling et al., 1984;
Rapp, 1991) und das pp60 v-src Onkogen fiir eine membran-assozierte Tyrosin-Kinase
(Hunter und Sefton, 1980; Hunter und Cooper, 1985).

Wichtige Endpunkte der Signalkette sind die Transkriptionsfaktoren. Die Modifikation
dieser Proteine und die damit verbundene Aktivierung oder Repression von Genen
ermdglicht die schnelle Reaktion von Zellen auf verinderte Umweltbedingungen oder
Signale (Serfling et al., 1985; Ptashne, 1988). Anderungen im Phosphorylierungszustand
von positiven oder negativen Transkriptionsfaktoren oder von Inhibitoren, nach Induktion
mit unterschiedlichen Agenzien, fiihren in vielen Fillen zu einer verdnderten Gen-

Regulation. Der Glucocorticoidrezeptor beispielsweise ist unter nicht induzierten




Bedingungen, im Zytoplasma an einen Inhibitor gebunden. Die Bindung von
Glucocorticoiden an den Rezeptor fiihrt zu einer Phosphorylierung desselben, der
Loslésung vom Inhibitor und der Translokation in den Kern. Dort aktiviert er als
Transkriptionsfaktor Glucocorticoid-abhidngige Gene (Evans, 1988; Beato, 1989; Hoeck
et al., 1989 und eigene unverdffentlichte Ergebnisse). Ein dhnlicher Mechanismus ist fiir
den nukledren Faktor kappa B (NFkB) postuliert. NFkB liegt ebenfalls im Cytoplasma,
an einen Inhibitor gebunden, vor, Die Aktivierung der Zelle mit UV-Strahlung fiihrt zur
Phosphorylierung des Inhibitors und damit verbunden zur Freisetzung von NFkB,
welcher in den Kern transloziert wird und dort an der Induktion verschiedener Gene
beteiligt ist (Stein et al., 1989; Shirakawa et al., 1989; Ghosh und Baltimore, 1990).
Andere Transkriptionsfaktoren werden direkt im Kern phosphoryliert. Die DNA-
Bindung von bakteriell exprimiertem SRF (“serum response faktor”) wird durch
Phosphorylierung durch die Casein Kinase II verstirkt (Manack et al., 1990).
Phosphorylierung induziert auch die Bindungsfihigkeit und die transkriptionelle Aktivitét
des Kernproteins CREB (Yamamoto et al., 1988), ebenso ist die Phosphorylierung des
Adenovirus-kodierten viralen Proteins E4F zur DNA-Bindung wichtig (Raychaudhuri et
al., 1989). Andererseits kann Phosphorylierung auch zur Inaktivierung von
Transkriptionsfaktoren filhren. Ein Beispiel hierfiir ist die Inaktivierung des
Transkriptionsfaktor ADR I aus Hefen durch Phosphorylierung (Cherry et al., 1989). Die
Beispiele zeigen, dafl Phosphorylierungen fiir die Aktivierung und Repression von

Transkriptionsfaktoren duflerst wichtig sein kdnnen.

Die Behandlung von Sdugerzellen mit dem Phorbolester TPA (12-0-Tetradecanoyl-
Phorbol-13-Acetat) fiihrt zu einer schnellen Induktion von verschiedenen Genen, darunter
auch das Kollagenase Typ I Gen (im Folgenden nur noch mit Kollagenase bezeichnet).
Die Kollagenase Type I ist eine Matrix-Metalloprotease, die fiir den extrazelluliren Abbau
der Kollagenfaser vom Type I verantwortlich ist. Sie spielt eine wichtige Rolle in schnell
wachsendem Gewebe, bei der Wundheilung und bei der Bildung von Metastasen (Liotta
et al., 1980, 1986; Stricklin und Welgus, 1983; Woolley, 1984; Harris et al., 1984;
Murphy und Reynolds, 1985; Angel et al., 1987a; Murphy et al.,1987; Brenner et al.,
1989). Die menschliche Kollagenase-Gen wird in vielen verschiedenen Zelltypen, und
durch eine Vielzahl von duferen und inneren Einfliissen wie Wachstumsfaktoren,
Onkogen-Produkten, Phorbolester und UV-Strahlung aktiviert (Mallick et al., 1982;
Schorpp et al., 1984; Angel et al.,1985, 1986, 1987b; Herrlich et al., 1986; Schonthal et
al., 1988a, b; Stein et al., 1988, 1989; Scharffetter et al., 1989).

Der Tumorpromotor TPA fiihrt in Siugetierzellen zu einer Vielzahl von Veriinderungen in
Metabolismus, Morphologie und Wachstum (Diamond, 1987; Rahmsdorf und Herrlich,




1990). Zum Verstindnis der Wirkung von Tumorpromotoren kann das 2-Stufenmodell,
welches von der Entstehung von Hautkrebs in Miusen abgeleitet worden ist,
herangezogen werden (Slaga et al., 1980; Diamond, 1987) Das Modell unterscheidet
zwischen Tumorinitiation und Tumorpromotion. Die Tumorinitiation erfolgt durch niedere
Dosen von Karzinogenen wie beispielsweise y- und UV-Bestrahlung oder chemischen
Substanzen wie polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe. Diese niederen Dosen
fiihren erst nach langer Zeit zur Entstehung von Tumoren. Tumorpromotoren verkiirzen
die Zeit zwischen Applikation und Entstehung des Tumors. Sie sind jedoch alleine nicht
in der Lage, Tumore zu induzieren (Slaga et al., 1980; Diamond, 1987). Der stirkste
natiirlich vorkommende Tumorpromotor ist der Phorbolester TPA, welcher aus dem

Samen des siidasiatischen Baumes "Croton tiglium" gewonnen wird (Hecker, 1968).

TPA dringt aufgrund seiner Fettloslichkeit in die Zellmembran ein und bindet dort an
seinen Rezeptor, die Protein Kinase C (PKC). Dies konnte unter anderem dadurch gezeigt
werden, da nach TPA-Behandlung von Sdugetier-Zellen eine Translokation der PKC
vom Zytoplasma in die Zellmembran stattfindet (Tapley und Murray, 1984; Darbon et al.,
1987; Biischer et al., 1988) und daBl die PKC gemeinsam mit dem vermeintlichen
Phorbolester-Rezeptor aufgereinigt wird (Kikkawa et al., 1983; Parker et al., 1984). Die
durch TPA aktivierte PKC setzt wahrscheinlich eine Signalkette in Gang, an deren Ende
die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zellkern steht (Nishizuka, 1984, 1986;
Rahmsdorf und Herrlich, 1990; Gschwendt et al., 1991). Dabei imitiert TPA die
natiirliche Induktion der Zelle durch Wachstumsfaktoren oder Hormone. Diese
Induktoren wie beispielsweise der aus Blutplittchen gewonnene Wachstumsfaktor PDGEF
(Platelet Derived Growth Factor) binden an spezifische Rezeptoren in der Zellmembran
(Heldin und Westermark, 1984; Rozengurt, 1986). Die aktivierten Rezeptoren bewirken
liber Zwischenstufen die Aufspaltung von Phosphatidylinositol in Inositol-Triphosphat
und Diacylglycerol. Inositol-Triphosphat fiihrt zur Freisetzung von Calcium-Ionen aus
dem Endoplasmatischen Retikulum. Ca2?*+ und Diacylglycerol schlieBlich sind die
natiirlichen Aktivatoren der PKC. Die aktivierende Wirkung von TPA auf die PKC beruht
auf der Strukturdhnlichkeit von TPA und Diacylglycerol (Berridge und Irvine, 1984;
Nishizuka, 1984, 1986). Es ist jedoch unwahrscheinlich, dafl PKC der einzige Mediator
der TPA-Induktion ist. Verschiedene Hemmstoffe der PKC sind nicht in der Lage, die
Induktion des c-fos Gens durch TPA zu hemmen (Loferer, 1989). 2-Aminopurin hemmt
die c-fos mRNA-Akkumulation nach TPA, verhindert aber nicht die durch PKC
induzierte Phosphorylierung eines 80 kD Proteins (Mahadevan et al., 1990). Andererseits
ist die PKC kein Einzelprotein, sondern steht stellvertretend fiir eine ganze Protein-
Familie (Ohno et al., 1987, 1988; Kikkawa et al., 1987; Ono und Kikkawa, 1987; Ono
et al., 1987; Nishizuka 1988).




Der genaue Verlauf der durch TPA Behandlung von Zellen induzierten Signalkette bis in
den Zellkern ist noch nicht endgiiltig geklért. Die Endpunkte der Induktion sind jedoch
weitgehend bekannt. TPA fiihrt zur Aktivierung einer Vielzahl von Genen (zum
Uberblick: Rahmsdorf und Herrlich 1990). Im Promotorbereich eines dieser Gene, der
Kollagenase, konnte eine 8 bp lange Sequenz identifiziert werden, das TRE (“TPA
reponsive element”), welches notwendig und hinreichend fiir die TPA Induktion des
Kollagenase-Gens ist (Angel et al., 1987a, b; Jonat et al., 1990). Zwischenzeitlich
wurden TREs in einer Reihe anderer Gene gefunden. Die Sequenzen aus dem SV-40
Enhancer, Metallothionein TIA und Stromelysin vermitteln beispielsweise, in gleicher
Weise wie das Kollagenase TRE, die TPA-Induzierbarkeit der Gene (Chiu et al., 1987;
Lee et al., [987a; Matrisan et al., 1986; Kerr et al.; 1988). TRE Sequenzen fithren jedoch
nicht zwansldufig zur TPA Induzierbarkeit der nachfolgenden Gene. Auflerdem konnten
villig andere Sequenzen identifiziert werden, die auch fiir die TPA Induktion
verantwortlich sind (Rahmsdorf und Herrlich, 1990).

Durch DNA-Affinitdtschromatographie konnte ein Faktor gereinigt werden, der an das
TRE bindet und fiir die Induktion des Kollagenase-Gens nach TPA verantwortlich ist.
Dieser Transkriptionsfaktor wurde AP-1 (Aktivator Protein 1) genannt (Angel et al.,
1987b; Lee et al 1987b). AP-1 ist ein Heterodimer der Protoonkogen-Produkte c-Fos und
c-Jun (Bohmann et al., [987; Angel et al., 1988a; Rauscher et al., 1988a, b; Franza et al.,
1988; Chiu et al., 1988; Sassone-Corsi, 1988a; Curran und Franza 1988; Gebel et al.,
1989). Die entsprechenden Onkogene v-fos und v-jun wurden zwei Maus-Sarkomviren
(FBR-MSV; FBJ-MSV: Finkel et al., 1966; van Beveren et al., 1983, 1984; Curran et
al., 1984) bzw. aus einem Hiihner-Sarkomvirus (ASV 17: Maki et al., 1987) isoliert. Die
Interaktion von c-Fos und c-Jun verlduft iiber eine o helikale Struktur, den sogenannten
‘Leucine Zipper” (Landschulz et al., 1988; Kouzarides und Ziff 1988; Sassone-Corsi et
al., 1988b; Schuermann et al., 1989; Ransone et al., 1989; Turner und Tjian, 1989;
Busch und Sassone-Corsi, 1990). Beide Proteine verfiigen tiber eigene DNA-
Bindedominen und eigene Transaktivierungsdoménen (Rauscher et al., 1988b; Neuberg
et al., 1989; Gentz et al., 1989; Angel et al., 1989; Hirai et al., 1990; Abate et al., 1991,
Lucibello et al., 1991). C-Fos ist jedoch nicht in der Lage, Homodimere zu bilden
und/oder allein an das TRE zu binden. C-Jun dagegen bildet in vitro Homodimere aus,
bindet an das TRE und kann die Transkription induzieren (Halazonetis et al., 1988;
Nakabeppu und Nathans, 1989; Neuberg et al., 1989; Bohmann et al., 1989; Abate et
al., 1991). Die Bindungsaffinitiit der c-Jun Homodimere zum TRE ist jedoch bedeutend
geringer als die von c-Jun/c-Fos Heterodimeren (Nakabeppu et al., 1988; Halazonetis et
al., 1988; Kouzarides und Ziff, 1988; Rauscher et al., 1988b). Inwieweit die

Homodimere auch in vitro eine Bedeutung haben, ist bislang nicht geklirt. Sie sind




jedoch in der Lage, in F9 Zellen, die mit Retinolsiure induziert wurden, verschiedene
Genen zu transaktivieren (Yang-Yen et al., 1990a). AP-1 gehort einer Familie von
Proteinen an, die dhnliche DNA-Bindesequenzen haben. Innerhalb der Familie kann es zu
unterschiedlicher Homo-und Heterodimer-Bildung kommen, welche wahrscheinlich auch
die DNA-Bindespezifitit beeinflufien und eine Bedeutung fiir die Transaktivierung von
Genen haben (Franza et al., 1988; Hai et al., 1988; Nakkabeppu et al., 1988; Hirai et al.,
1989; Ryder et al., 1989; Zerial et al., 1989; Chiu et al., 1989; Cohen et al., 1989;
Kovary und Bravo, 1991). Daneben kénnen c-Jun und c-Fos einzeln oder im AP-1
Komplex auch mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren. (Distel et al., 1987; Jonat
et al., 1990; Diamond et al., 1990; Offringa et al., 1990; Wasylyk et al., 1990; Yang-Yen
et al., 1990b; Stein, 1990; Touray et al., 1991).

Das c-fos und das c-jun Gen gehoren zur Klasse der sogenannten ‘immediate early
genes’, die sich durch eine schnelle aber transiente Expression nach Induktion der
Proliferation in Fibroblasten auszeichnen (Gereenberg und Ziff, 1984; Almendral et al.,
1988; Lau und Nathans 1987; Kovary und Bravo, 1991). Auch TPA, Serum, UV-
Strahlung und Wachtumsfaktoren 16sen diese schnelle aber transiente Induktion von c-fos
und c-jun aus. Die Erhohung der c-jun und c-fos mRNA Menge erfolgt innerhalb von 5-
10 Minuten nach Induktion und ist daher unabhiingig von Proteinneusynthese (Greenberg
und Ziff 1984; Angel et al., 1985; Greenberg et al., 1986; Lamph et al., 1988; Angel et
al., 1988b; Biischer et al., 1988; Konig et al., 1989; Stein et al., 1990).

Das c-fos Gen wird hauptsiichlich {iber die Modifikation des SRF (“serum response
factor”), der an das SRE (“serum reponsive element”) im c-fos Promotor bindet, reguliert
(Treisman, 1986, 1987; Norman et al., 1988; Biischer et al., 1988; Manak et al. 1990).
Die Beteiligung von zusitzlichen Faktoren ist zur Zeit umstritten (Ryan et al., 1989;
Shaw et al., 1989; Herrera et al., 1989; Graham und Gilman, 1991; Konig, 1991).
Daneben existieren im c-fos Promotor auch noch andere regulatorische Sequenzen, die
beispielsweise die Induktion des Gens durch cAMP vermitteln (Biischer et al., 1988;
Hirtig et al., 1991). Die Abschaltung des Fos Gens erfolgt ebenfalls iiber das SRE, ist
jedoch von der Neusynthese des c-Fos Proteins abhéingig. Wahrscheinlich reprimiert c-
Fos den c¢-fos Promotor und verhindert eine Uberexpression des Proteins (Wilson und
Treisman, 1988; Sassone-Corsi et al., 1988¢). In Versuchen mit antisense c-fos RNA,
welche die Translation der c-fos RNA durch spezifische Hybridisierung verhindert, ist
der Basalwert an c-fos RNA erhoht und die Repression des c-fos Gens nach Induktion
blockiert (Schonthal et al., 1989). Daneben fiihrt die Behandlung von Zellen mit dem
Translationshemmstoff Anisomycin zu einer Superinduktion des c-fos Gens (Rahmsdorf
et al., 1987). Unabhingig davon wurde eine Repression des c-Fos Gen durch das




Retinoblastoma Gen Produkt (RB-1) festgestellt, die nicht liber das SRE verliduft
(Robbins et al., 1991).

Die Induktion des c-jun Promotor, der kein SRE besitzt, wird durch zwei DNA-Elemente
(Jun URESs) vermittelt. (Stein et al., 1990; 1991) An diese DNA-Elemente binden
wahrscheinlich Proteine aus der Jun Familie (Angel et al., 1988b; Stein et al., 1990;
1991). Die schnelle Abschaltung des Gens erfolgt méglicherweise auch durch einen
Autorepressions-Mechanismus, wobei neben c-Jun auch c-Fos den Jun Promotor
reprimieren kann (K-K, Park, unvertffentlichte Daten). Die Behandlung von Zellen mit
dem Translationshemmstoff Anisomycin fithrt jedenfalls auch zu einer Superinduktion
des c-jun Gens (Stein et al., 1991),

Die mittelfristige und ldnger anhaltende TPA Induktion von Genen, wie beispielsweise
der Kollagenase, erfolgt groBtenteils iiber die Induktion der Protoonkogenprodukte c-Fos
und c-Jun, die Bildung des Transkriptionsfaktors AP-1 und die Transaktiverung der Gene
tiber das TRE. Fiir die vollstindige Aktivierung des Kollagenase-Gens sind jedoch noch
andere Transkriptionsfaktoren notwendig, die im 5” Bereich vor dem TRE binden und
auflerdem fiir die Transkriptionshemmung der Kollagenase durch Proteinsyntheseblocker,
wie Cycloheximid und Anisomycin, verantwortlich sind (Angel 1987a; Wasylyk et al.,
1989; Auer, 1990).

Eine nicht minder wichtige Bedeutung hat AP-1 bei der schnellen Induktion des
Kollagenase-Gens in Folge der Behandlung von Sidugerzellen mit TPA. Diese Induktion
wird ebenfalls durch das TRE und den daran bindenden Transkriptionsfaktor AP-1
vermittelt. Schon 30 Minuten nach der TPA-Behandlung der Zellen, ist eine erhohte
Bindeaktivitit an die TRE Sequenz und eine Erhohung der Kollagenase mRNA in den
Zellen nachzuweisen (Angel et al., 1987a, b; Chiu et al., 1987; Stein et al., 1989; Stein,
1990). AuBerdem sind Transkriptionshemmer nicht in der Lage, die mRNA Induktion der
Kollagenase nach TPA-Behandlung von Zellen vollstindig zu hemmen (Jonat et al.,
1991, Kridmer et al., 1990). Enhancerkonstrukte mit multimeren TRE Sequenzen werden
durch Anisomycin kaum gehemmt (Jonat et al., 1991) und Bindungsstudien zeigen, dafl
auch unter Anisomycin Bedingungen eine erhthte Bindefdhigkeit von Proteinen an TRE-
Sequenzen nach TPA-Induktion vorhanden ist (Stein, 1990). In allen Féllen miissen
Modifikationen am c-Fos und/oder c-Jun stattgefunden haben, welche die Proteine in eine
aktivierende Form iiberfiihren. AuBerdem sind Repressionsmechanismen des
Kollagenase-Gens bekannt, die ebenfalls von Proteinneusynthese unabhéngig ablaufen.
Moglicherweise ist auch hierfiir eine Modifikation von AP-1 verantwortlich (Jonat et al.,
1990; Offringa et al., 1990). Modifikationen von AP-1, wie Phosphorylierung und




Glykosylierung sind vielfach beschrieben worden (Curran et al., 1984; Barber und
Verma, 1987; Currann et al., 1987; Miiller et al., 1987; Lee et al., 1988; Franza et al.,
1988; Jackson und Tjian 1988), konnten jedoch bisher nicht in einen kausalen

Zusammenhang mit der Induktion von Genen gebracht werden.

Der andere wichtige Induktor der ‘immediate early” Gene, UV-Strahlung, ist im
Gegensatz zum Tumorpromotor TPA ein Karzinogen. Hohe Dosen an UV-Strahlung
konnen die Tumorentstehung induzieren. Legt man das 2-Stufenmodell zugrunde, so
tibernimmt UV sowohl Tumorinitiation als auch Tumorpromotion (Scribner und Scribner,
1980). Sdugetier-Zellen in Kultur reagieren auf UV-Bestrahlung mit einer Reihe von
genetischen Veridnderungen wie Erhohung der Mutationsrate (Protic-Sablic et al., 1986),
Erhthung der Zahl von chromosomalen Aberrationen, Amplifikation von Genen
(Schimke, 1984; Liicke-Huhle et al., 1989) und Geninduktion (zur Ubersicht: Herrlich et
al., 1991). Die Gesamtheit der Veriinderungen in der Zelle nach UV-Bestrahlung oder
Behandlung mit anderen DNA schidigenden Agenzien wird UV Antwort genannt
(Schorpp et al., 1984; Herrlich et al., 1986; Kaina et al., 1989; Mai et al., 1989; Herrlich
et al., 1991).

UV Strahlung hat gegeniiber TPA einen villig anderen Induktionsweg. Es konnte gezeigt
werden, daff das primdre Ereignis fiir die Auslosung der Genaktivierung nach UV-
Bestrahlung die Schidigung der DNA durch Ausbildung von Pyrimidin-Dimeren ist., (1)
Das Aktionsspektrum der UV-Induktion unterschiedlicher Gene zeigt ein Optimum bei
265 - 275 nm. Dies ist der Wellenliingenbereich, in dem Siugerzellen am effektivsten
durch UV-Strahlung abgetitet werden (Zolner und Kiefer, 1984) und in dem
Nukleinsiduren wie DNA und RNA am stiirksten die UV-Strahlung absorbieren (Stein et
al., 1989). (2) Xeroderma pigmentosum Zellen der Komplementationsgruppe A konnen
die UV-induzierten Schiden in der DNA nicht mehr reparieren. In diesen Zellen werden
viel geringere Mengen an UV-Strahlung zur maximalen Aktivierung der Gene gebraucht
als in Wildtypzellen (Stein et al., 1989). (3) Das Einbringen von UV-bestrahlter DNA in
unbestrahlte Sdugetier-Zellen fijhrt in diesen Zellen zur gleichen Aktivierung von Genen
wie direkte Bestrahlung (Mai et al., 1989; Kriimer et al., 1990). Dies zeigt, daB die DNA-
Schiiden notwendiges Zwischenprodukt fiir die Aktivierung der Gene sind.

Der weitere Verlauf der Signalkette von der geschiidigten DNA zur Genaktivierung ist
nicht auf den Zellkern beschriinkt, sondern verlduft durch das Zytoplasma. Komponenten
der Signaltransduktion schlieBen extrazellulire Faktoren mit ein. So fithrt UV-




Bestrahlung zur Aktivierung des im Zytoplasma an einen Inhibitor gebundenen NFkB
und damit verbunden zur Translokation von NFkB in den Kern (Stein et al., 1989;
Biuerle und Baltimore 1988a, b, 1989). Der Signalweg iiber das Zytoplasma kdnnte mit
der Sekretion eines Faktor zu tun haben, den man im Medium von UV-bestrahlten
Sdugetier-Zellen findet und der in unbestrahlten Zellen ein dhnliches genetisches
Programmm induziert wie direkte Bestrahlung, beispielsweise die Expression der
Kollagenase. Dieser Faktor wurde EPIF (extrazelluldrer Proteinsynthese-induzierender
Faktor) genannt (Schorpp et al., 1984). EPIF besteht wahrscheinlich aus einer
Kombination von basischem Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF) und Interleukin 1o
(IL 1o) (Krdmer, 1991). Vermutlich sind Proteinkinasen an der Signaltransduktion
beteiligt. Die Proteinkinase-Inhibitoren H7, H8 hemmen die Induktion des c-fos Gens
durch UV (Krimer et al., 1990). Die UV-Induktion in Siugetier-Zellen lduft
wahrscheinlich teilweise iiber zelleigene Signalketten, die durch die Schiadigung der
DNA, auf bisher nicht bekannte Weise, induziert werden (Herrlich et al., 1991),

UV-Bestrahlung von Zellen fiihrt ebenso wie die Behandlung mit TPA zu einer schnellen,
von Proteinneusynthese unabhingigen Induktion des Kollagenase-Gens, sowie zur
Induktion von c-fos und c-jun (Stein et al., 1989; Krimer et al., 1990; Stein 1990).
Obwohl die Induktion des c-fos Gens durch TPA-Behandlung oder UV-Bestrahlung von
Zellen durch die Proteinkinasehemmer H7, H8 blockiert wird, ist es jedoch
unwahrscheinlich, daff beide Induktoren die gleiche Signalkette benutzen (Biischer et al.,
1988). Behandlung von Zellen mit TPA oder Bestrahlung mit UV fiihren in der Zelle zur
Refraktoritit gegeniiber dem gleichen Induktor. Dies bedeutet, dafl eine Komponente der
Signalkette verbraucht wurde und eine gewisse Zeit fiir die Reetablierung der
- Komponente notwendig ist. Im Gegensatz dazu sind Zellen nach TPA Induktion sofort
wieder in der Lage, auf UV zu reagieren und umgekehrt (Biischer et al., 1988). Dies
spricht, neben der vollig verschiedenen Induktionswege, dafiir, da TPA und UV

verschiedene Signalketten benutzen um die Transkription von Genen zu induzieren.




Zielsetzung:

Behandlung von Siugerzellen mit dem Phorbolester TPA fiihrt innerhalb von 30 Minuten
zur Erhhung der Kollagenase mRNA. Diese Induktion erfolgt iiber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1. Ziel der vorliegenden Arbeit war:

(1) die Erfassung der schnellen posttranslationalen Modifikationen an den AP-1
Untereinheiten c-Fos und c-Jun.

(2) die Lokalisation der Modifikationen in den Proteinen

(3) die Analyse der Modifikationen im Hinblick auf ihre Fahigkeit die trans-
aktivierenden Eigenschaften von c-Fos und c-Jun zu veridndern

UV-Bestrahlung von Zellen fiihrt ebenfalls zu einer schnellen Induktion des Kollagenase-
Gens. Auch diese Induktion wird durch den Transkriptionsfaktor AP-1 vermittelt. Ein
Vergleich der, durch TPA-Behandlung und UV-Bestrahlung von Zellen induzierten
Modifikationen soll kldren, ob und an welcher Stelle es zu einer Konvergenz der beiden

verschiedenen Signalwege kommt.







MATERIAL UND METHODEN

MATERIAL

Bezugsquellen:

Acetyl-Coenzym A, Li-Salz

Acrylamid

Agarose Typ II, Typ VII
Alkalische Phosphatase (20 U/pul)
(aus Kilberdarm)
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Anisomycin

Aprotinin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt
Bacto-Trypton

Bakterienplatten (9 cm)

BSA

Cadmiumchlorid

Cisiumchlorid

Chymotrypsin

DC-Platten (Cellulose beschichtet)
DEAE-Dextran

DEPC
desoxy-Nukleosidtriphosphate
didesoxy-Nukleosidtriphosphate
Dimethyldichlorsilan
Dithiothreitol

DMEM

DMEM (ohne Phosphat)

E. coli DNA-Polymerase 1
(Klenow-Fragment, 5 U/ml)
Elektrophorese-Apparatur fiir DC-Platten
Emulsifier Safe

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylacetat

Fotales Kilberserum (nordamerikan. Ursprung)
Folin-Reagenz

Glycerin

Harnstoff

HEPES

Leupeptin

Lysozym
N,N'-Methylen-bisacrylamid
Nitrocellulose-Membran
Nukleosidtriphosphate
Para-nitrophenylphosphat

Pharmacia, Freiburg u. Sigma,
Miinchen.

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Difco Laboratories, Detroit
Greiner, Niirtingen

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Biomol, Ilvesheim

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Pharmacia, Freiburg

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Fluka, Buchs Schweiz

BRL Inc., Neu-Isenburg
Gibco, Eggenstein b, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Bio Labs, Schwalbach b. Frankfurt

Camay, Berlin

Packard Instrument Company, Illin.
Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenstein b. Karlsruhe
Merck, Darmstadt

BRL Inc., Neu-Isenburg

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Schleicher & Schiill, Dassel
Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt
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Penicillin/Streptomycin

Pepstatin A

PMSF

Protein A-Sepharose
Protein-Molekulargewichtsmarker
(14.4; 21.5; 31; 42.7; 66.2; 97.4 kD)
Pyridin

Restriktions-Endonukleasen

RNase A (5 mg/ml)
Rontgenfilme (Hyperfilm MP)
RPMI 1640

RPMI (ohne Methionin)

Silan

T4-DNA-Ligase (2 U/ul)
T4-Polynukleotid-Kinase (10 U/ul)
T7-Sequenase-Kit

TEMED

TPA

transfer-RNA (aus Kalbsleber)
Transformations-Chemikalien
Trypsin (sequencing grade)
UV-Lampe 254 nm

Whatman 3MM-Papier
Whatman GF/C-Filter
Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen

Bestrahlungsquelle:

Gibco, Eggenstein b. Karlsruhe
Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Pharmacia, Freiburg

Bio Rad Laboratories, Miinchen

Merck, Darmstadt

Bio Labs, Schwalbach b. Frankfurt
Boehringer, Mannheim

BRL Inc., Neu-Isenburg
Pharmacia, Freiburg

Promega Biotec, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Amersham, Braunschweig
Gibco, Eggenstein b. Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Wacker Chemie, Miinchen
Promega Biotec, Heidelberg
Bio Labs, Schwalbach b. Frankfurt
USB, Cleveland, USA

Bio Rad Laboratories, Miinchen
Sigma, Miinchen

Boehringer, Mannheim

Fluka, Buchs Schweiz
Boehringer, Mannheim

Vetter, Wiesloch

Bender & Hobein, Karlsruhe
Bender & Hobein, Karlsruhe
Greiner, Niirtingen

Greiner, Niirtingen

Es wurde eine 15W Hg-Lampe der Wellenlidnge 254 nm (halbmaximale Bandbreite 2.3
nm) benutzt. Die Leistung der Lampe in 32 cm Abstand betriigt 2.8 W/m?2 (254 nm).
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Radiochemikalien:

D-threo-(dichloracetyl-1-14C)- Amersham, Braunschweig
Chloramphenicol (7.4 MBg/ml, 2.11 GBg/mmol)
32P Orthophosphat, “Phosphorus 32 Amersham, Braunschweig

(370 MBg/ml, ~370 TBg/mmol)
L-35S-Methionin (370 MBg/ml, >37 TBg/mmol) ~ Amersham, Braunschweig

14C-methylierte Proteine Amersham, Braunschweig
(14.3; 30, 46; 69, 97.4; 200 kD)

0~35S-dATP (296 MBg/ml, >22 TBg/mmol) Amersham, Braunschweig
Antikorper:

Preimmun-Serum:

Kaninchenserum, vor der Immunisierung der Tiere gewonnen

Fos-Antikorper X4B:

Kaninchenserum gegen ein, in Bakterien exprimiertes, 3-Gal-Fos-Fusionsprotein (AS 52-
252 des FBR-fos (van Beveren et al., 1983) und AS 275-316 des FBJ-fos (van Beveren
et al., 1984)); zur Verfiigung gestellt von H.J. Rahmsdorf, Karlsruhe.

Jun Antikorper Ab-1:
Affinititsgereinigtes Kaninchenserum gegen ein Peptid aus dem v-Jun (AS 209-225)
(Angel et al. 1988a); gekauft bei dianova, Hamburg,

Jun Antikorper 891:
Kaninchenserum gegen ein Peptid aus dem c-Jun (AS 47-59) (Angel et al., 1988a); zur
Verfiigung gestellt von A. Darling, Glasgow.

Glucocorticoid-Rezeptor-Antikorper:
Kaninchenserum gegen ein Peptid aus dem Glucocorticoid-Rezeptor (AS 440-795)
(Hoech et al., 1989); zur Verfiigung gestellt von B. Groner, Basel.
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Bakterien und Zellen

E. coli DHS: F-, endAl, hsdR17 (ry-, mx*), supE44, thi-1, A-, recAl, gyrA96,
relAl

F9 tk-:  embryonale Maus-Karzinoma-Zelle. Erhalten von E. Wagner, Heidelberg.
(im Nachfolgenden nur mit F9 bezeichnet)

Hela tk-: Menschliche Cervix-Karzinoma-Zelle. Erhalten von Dr. Yung-Chi-Chung,
Durham. (im Nachfolgenden auch mit HeLa bezeichnet)

GM 637: mit Simian Virus (SV40) transformierte humane Hautfibroblasten

Kulturmedien

L-Broth:
0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 1.0% NaCl, 1.0% Bacto-Trypton

TB:
2.4% Bacto-Hefe-Extrakt, 1.2% Bacto-Trypton, 0.35% Glycerin, 72 mM KpHPO4,
17 mM KH2PO4

SOB:
0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 2% Bacto-Trypton, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM
MgClIp, 10 mM MgSO4

SOC:
SOB mit 20 mM Glucose

Bakterien-Selektionsmedium:
L-Broth oder TB mit 100 pg/ml Ampicillin

Einfrier-Medium (Bakterien):
90% L-Broth, 10% DMSO

Kulturmedium fiir HeLa tk-, GM637:
DMEM mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Kulturmedium fiir F9:
DMEM-F12 (1:1) mit 2 mM Glutamin, 10-3 M B-Mercaptoethanol, 10% FCS, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

Phosphatfreies Medium:
DMEM ohne Phosphat

Methioninfreies Medium:
RPMI ohne Methionin

Einfrier-Medium (Zellkultur):
80% Medium, 10% FCS, 10% DMSO
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Plasmid Konstruktionen:

Die Expressionsvektoren fiir die c-Jun und v-Jun Mutanten (RSV-c-Jun A6/223; RSV-c-
Jun A146/221; RSV-v-Jun A6/44; RSV-v-Jun A6/61 und RSV-v-Jun A6/91) wurden von
P. Angel, Karlsruhe, zu Verfiigung gestellt. Die genaue Klonierung ist bei Angel et al.,
1989 beschrieben. Abbildung 10 zeigt eine schematische Darstellung der Mutanten.

Der CMV-c-Jun A89/91 Expressionsvektor wurde von M.Birrer, National Cancer Inst.,
Bethesda MD, USA, (unverdffentlicht) zur Verfiigung gestellt. Eine schematische
Darstellung ist ebenfalls in Abbildung 10 zu sehen,

Die Expressionsvektoren fiir c-Fos und c-Jun, die ebenfalls unter der Kontrolle des RSV
LTR stehen (RSV-c-Fos, RSV-c-Jun) wurden von R, Offringa, Leiden, Niederlande, zur
Verfiigung gestellt (Offringa et al., 1990). RSV-neo ist von RSV-CAT (Gorman et al.,
1982a) abgeleitet, wobei die CAT-Sequenzen gegen ein offenes Leseraster aus dem

Neomycin (neo) Gen ausgetauscht wurden.

RSV-0 ist ein Kontrollvektor, der keine gencodierenden Sequenzen besitzt und durch
Deletion eines Sall, Xhol Fragments aus dem RSV-JunB Expressionsvektor entstanden
ist (Yang-Yen et al., 1990). Er wurde von P. Angel zur Verfiigung gestellt.

Die Vektoren p 17M-tk-cat und p GAL4ER(EF) wurden von P, Chambon zur Verfiigung
gestellt (Webster et al., 1988; Webster et al., 1989). Der Vektor GAL4 wurde von P.A.
Baceuerle zur Verfiigung gestellt (Schmitz und Baeuerle, 1991). Er enthilt lediglich die
DNA Bindedomine des GAL4 Proteins unter der Kontrolle eines RSV Promotors.

Ausgangsplasmid fiir die c-fos Mutanten war das RSV-c-Fos-GHF1 Plasmid (ebenfalls
von P. Angel zur Verfiigung gestellt; Angel et al., 1989). Das RSV-cFos-A238 Plasmid
entstand durch Stul, Xhol Verdau von RSV-c-Fos-GHF1 (Stul schneidet bei Position
709 (van Beveren et al., 1983) im c-fos Gen; Xhol schneidet im GHF1 Gen), Auffiillen
der Schnittstellen, Abtrennung des herausgeschnittenen Fragments und Religation des
Plasmids. Das RSV-cFos-A316 Plasmid entstand durch Ncol, Xhol Verdau von RSV-c-
Fos-GHF1 (Ncol schneidet bei Position 943 im c-fos Gen), Auffiillen der Schnittstellen,
Abtrennung des herausgeschnittenen Fragments und Religation des Plasmids. Das RSV-
cFos-A328 Plasmid entstand durch BstEIl, Xhol Verdau von RSV-c-Fos-GHF1 (BstEIL
schneidet bei Position 980 im c-fos Gen), Auffiillen der Schnittstellen, Abtrennung des
herausgeschnittenen Fragments und Religation des Plasmids. Das RSV-c-Fos-A373
Plasmid entstand durch Ligation eines 1kb langen Bglll, Sall Fragments aus dem mus-
fos-3"Sacl Plasmid in das, mit Bglll und Xhol aufgeschnittene, RSV-c-Fos-GHF1
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Plasmid (BglII schneidet bei Position 152 im c-fos Gen; Sall schneidet unmittelbar 3”
hinter der fiir c-Fos codierenden Sequenz im Polylinker). Eine schematische Darstellung
der deletierten RSV-c-Fos Konstrukte ist in Abbildung 14 zu sehen.

Der mus-fos-3”Sacl Vektor wurde von P. Angel, Karlsruhe, zur Verfiigung gestellt. Er
entstand durch Verdau des p GEM fos 3 Konstruktes mit Sacl, BamHI Linker Ligation,
Verdau mit BamHI und Religation des Vektors.

Der GEM fos 3 Vektor wurde von M. Greenberg und J. Belasco, Boston MA, zur
Verfiigung gestellt. P GEM fos 3 enthilt eine vollstindige Maus c-Fos c-DNA.,

Die chimiren Konstrukte aus der DNA Bindedomine des Hefe Transkriptionsfaktors
GAL4 und den c-Fos Mutanten wurden mit Hilfe eines Zwischenproduktes, GAL4-mus-
fos-A37Sacl, kloniert. Dieses entstand durch Aufschneiden des mus-fos-A3’Sacl mit
Aval, Auffiillen der Schnittstellen, Xhol Linker (10 bp lang) Ligation, Nachschneiden mit
EcoRI und Xhol. In dieses Plasmid wurde ein 220bp langes Xhol, EcoRI Fragment aus
dem Gal ER(EF) Plasmid (Webster et al., 1989), das die AS 1-147 von GAL4 enthilt,
eingesetzt. Aus dem so entstandenen GAL4-mus-fos-A3°Sacl Plasmid wurde mit
HindIII, BglII ein 350 bp langes Fragment isoliert, dafl die GAL4 Bindedoméine enthilt,
und tber Bglll in das c-fos Gen eingesetzt werden konnte. Hierzu wurden die
verschiedenen RSV-c-Fos Mutanten (A373, A328, A316, A238) mit HindIIl, Bglll
aufgeschnitten, das Fragment abgetrennt und das entsprechende Fragment aus dem
GAL4-mus-fos-A3“Sacl eingesetzt. Die entstandenen Plasmide heilen RSV-GAL4-c-
Fos-A373, RSV-GAL4-c-Fos-A328, RSV-GAL4-c-Fos-A316, RSV-GAL4-c-Fos-A238)

Der RSV-GAL4-c-Fos Wildtyp entstand durch Ligation eines 1 kb langen BglII, Pvull

Fragmentes aus dem p GEM fos3 Plasmid in den, mit BgIII und Stul aufgeschnittenen,
RSV-GALA4-c-Fos-A316.
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METHODEN

1.Behandlung von Nukleinsiduren
Spektrophotometrische Konzentrations-Bestimmungen von Nukleinsduren

Die Nukleinsiure wurde in geeigneter Weise mit Wasser verdiinnt und die Extinktion bei
260 nm und 280 nm bestimmt. Das Verhiltnis Epgq zu Engg sollte etwa 1.8:1 bei DNA
und 2:1 bei RNA sein.

Ep60 x 50 = pg/ml DNA

En60 x 40 = pg/ml RNA

Epgo x 20 = pg/ml Oligonukleotide

Phenol/Chloroform Extraktion

Zur Reinigung der Nukleinsiure-Losung von Proteinen wurde mit Wasser auf mindestens
100 pl aufgefiillt. Nach Zugabe des gleichen Volumens Phenol (mit 1x TNE geséttigt;
Ix TNE: 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA pH 8) wurde gut geschiittelt
und nach Zugabe eines weiteren Volumens Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) wieder gut
geschiittelt. Die Phasen wurden durch 3 min Zentrifugieren wieder getrennt. Die
Oberphase wurde abgenommen und noch zweimal mit dem gleichen Volumen

Chloroform auf die gleiche Weise extrahiert.

Konzentration von Nukleinsduren aus wissrigen Losungen

Die Nukleinsdure-Losung wurde in einem geeigneten Volumen mit NaAcetat, pH 4.8 zu
einer Endkonzentration von 0.25 - 0.3 molar versetzt, Bei kleinen Fragmenten sollte man
noch etwa 1 - 5 pg tRNA als Fillungshilfe zufiigen. Nach Zugabe des 2.5 fachen
Volumen Ethanol wurde 30 min bei -80°C oder 2 Stunden bei -20°C gefillt und
anschlieend 10 bis 30 min bei 13000xg zentrifugiert. Zur Entfernung von Salz wurde
der Niederschlag nochmal mit 80% Ethanol gewaschen. Anschliefend wurden die
Priizipitate unter Vakuum getrocknet.
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Das Volumen der Nukleinsdure-Losung kann auch durch 2-Butanol eingeengt werden.
Dazu wurde das gleiche Volumen 2-Butanol zugegeben und gut gemischt. Durch 10
Sekunden Zentrifugieren wurden die Phasen wieder getrennt und die Oberphase
verworfen. Diese Prozedur wurde mehrmals wiederholt.

Bei der Fillung von Nukleinsduren kann Ethanol auch durch Isopropanol ersetzt werden.
Man gibt 0.5 Volumen Isopropanol zu der wéssrigen Nukleinsiure-Losung.

Sollte verhindert werden, daf nicht eingebaute Triphosphate oder Oligonukleotide <30 bp
mit ausfallen, wurde statt NaAcetat 2 M NHgAcetat benutzt, Eine quantitative Abtrennung
dieser kleinen Molekiile ist aber nicht moglich.

2. DNA Priparation

Plasmid DNA Praparation (Birnboim et al., 1979)

Die Bakterien wurden in 2 ml Ndhrmedium (L-Broth) mit dem Antibiotikom Ampicillin
(100 pg/ml) etwa 4 Stunden bei 37°C geschiittelt. 150 pl von dieser Vorkultur dienten
zum Animpfen von 200 ml Selektionsmedium. Die Bakterien wurden dann tiber Nacht bei
37°C im Erlenmeyer-Kolben geschiittelt.

Die iiber Nacht inkubierten Bakterien Suspension wurde 10 min bei 4000xg zentrifugiert.
Der Bakterien-Niederschlag wurde in 10 ml Lysozym-Losung (50 mM Glucose, 10 mM
EDTA pH 7.8, 25 mM Tris pH 8.0, 2 mg/ml Lysozym) resuspendiert und 30 min auf
Eis gestellt. Anschlieend wurden unter Schiitteln 20 ml alkalische SDS-Lésung (0.2 M
NaOH, 1% SDS) zugegeben und die Suspension 5 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von
15 ml 3 M NaAcetat wurde die Mischung 60 min auf Eis gestellt. Ausgefallenes Protein
und genomische DNA wurden durch 20 min Zentrifugieren bei 16800xg (4°C)
abgetrennt. Zum Uberstand wurde das 2.5 fache Volumen Ethanol (-20°C) gegeben und
die Plasmid-DNA mindestens 30 min bei -80°C gefillt. Die Plasmid-DNA wurde 10 min
bei 16800xg (4°C) zentrifugiert, getrocknet und in 10 m1 0.1 M NaAcetat, 50 mM Tris pH
8 geldst. Nach anschlieBender zweiter Ethanolfillung bei -80°C fiir mindestens 30 min
wurde der Niederschlag getrocknet und in 4.2 ml 1| mM EDTA, 50 mM Tris pH 8 gelost.
Nach Zugabe von 4.5 g CsCl und 40 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) wurde die Losung
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auf zwei 5 ml VTi65-Zentrifugenrhrchen verteilt, mit einer Losung der gleichen obigen
Konzentration aufgefiillt und zugeschweiflt. Nach 16 Stunden Ultrazentrifugation im
Beckman VTi65-Vertikalrotor bei 55000 U/min (20°C) wurde die "supercoiled" Plasmid-
Bande abgesaugt und nach Vereinigung der beiden Ansitze fiir weitere 6 Stunden
ultrazentrifugiert. Die "supercoiled" Plasmid-Bande wurde wieder abgesaugt, das
Ethidiumbromid mit wassergesittigtem 1-Butanol extrahiert und die DNA mit Wasser auf
4 m] aufgefiillt. Nach Zugabe von NaAcetat zu einer Endkonzentration von 0.2 M wurde
die DNA mit Ethanol iiber Nacht bei -20°C ausgefillt. Die DNA wurde nach 30 min
Zentrifugieren bei 16800xg (4°C) mit 10 ml 80% Ethanol gewaschen und nochmals 10
min zentrifugiert. Die DNA wurde nach Trocknen in Wasser gelost.

Mini Plasmid DNA Priparation

Die Bakterien wurden in 3 ml Ndhrmedium mit dem Antibiotikum Ampicillin (100 pg/ml)
tiber Nacht bei 37°C geschiittelt. 1.5 ml der Bakterien-Kultur wurden 5 min bei 4000xg
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 100 pl Lysozym-Losung (50 mM Glucose, 10
mM EDTA pH 7.8, 25 mM Tris pH 8.0, 2 mg/ml Lysozym) resuspendiert und 5 min bei
RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl alkalischer SDS-Ldsung (0.2 M NaOH, 1% SDS)
und Mischen wurden 150 pl 3 M NaAcetat zugefiigt und 5 min auf Eis gestellt.
AnschlieBend erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion. Der Uberstand wurde
abgenommen, mit 1 ml Ethanol versetzt und 10 min auf Eis gestellt. Die ausgefallene
Plasmid-DNA wurde durch 10 min Zentrifugieren bei 13000xg abgetrennt, mit 80%
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 40 pl Wasser gelost.

3. Klonierungstechniken
Schneiden von DNA mit Restriktionsenzymen

Wenn nicht anders angegeben, wurde die DNA in 1x Universal-Verdaupuffer (10 mM
Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 7 mM MgClp, | mM DTT, 0.1 mg/ml BSA) mit dem
entsprechendem Restriktionsenzym 2-3 h bei 37°C verdaut. 1 Enzym-Einheit verdaut in
einer Stunde 1 pg Lambda-DNA. Es wurden meist 2-3 Enzym-Einheiten pro pug DNA
eingesetzt. Beim Verdau von Mini-Plasmid-Priparations-DNA wurden 5 pll DNA-Lgsung
mit 10 Enzymeinheiten Restriktionsenzym und 0.5 pl RNaseA (5 mg/ml) verdaut. Die
Verdau-Reaktion wurde mit 5 pl 5x Glycerin-Probenpuffer (1x: 10 mM EDTA pH 8§,
10% Glycerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau) abgestoppt.
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Dephosphorylierung von DNA

Die DNA wurde mit 1 pl Alkalischer Phosphatase (1 U/pl) in einem Endvolumen von 50
pl 1x CIP-Puffer (50 mM Tris pH 9, 1 mM MgClp, 0.1 mM ZnClp, 1 mM Spermidin)
versetzt, Die Abspaltung der Phosphatgruppe erfolgte bei 5'-Uberhiéingen durch 30 min
Reaktion bei 37°C, Zufiigen eines weiteren pl Enzyms und nochmals 30 min Reaktion.
Bei 3'-Uberhiingen und glatten Enden wurde 15 min bei 37°C und 15 min bei 56°C
dephosphoryliert, dann 1 pul Enzym zugefiigt und nochmals je 15 min bei 37°C und 56°C
dephosphoryliert. In beiden Féllen wurde dann 42.5 pl HpO, 10 pl 10x TNE (1x: 100
mM NaCl, 10 mM Tris pH 8, ] mM EDTA pH 8) und 2.5 pl 20% SDS zugegeben und
15 min bei 68°C inkubiert. Danach erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion.

Phosphorylierung von Oligonukleotiden und Linkern

Etwa 2 ng Oligonukleotid oder Linker-DNA wurden mit 1 pl 10 mM ATP und 1 1l T4
Polynukleotid-Kinase (10 U/ul) in einem Endvolumen von 10 pl 1x Linker-Kinase-Puffer
(66 mM Tris pH 7.6, 10 mM MgClp, 15 mM DTT, 1 mM Spermidin, 1 mM ATP,
0.2 mg/ml BSA) versetzt, Die Reaktion wurde nach einer Stunde bei 37°C durch
Einfrieren bei -20°C abgestoppt.

Auffiillen von 5~ Uberhingen

Die DNA wurde mit 2 pul 10 mM DTT, 1 pl 10 mM dNTP-Mix (10 mM dATP, 10 mM
dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP, 10 mM Tris pH 7.5) und 1 pul E. coli DNA-
Polymerase 1 (Klenow-Fragment, 5 U/ul) in einem Endvolumen von 20 pl Ix
Polymerase-Puffer (7 mM Tris pH 7.5, 7 mM MgClp, 50 mM NaCl) versetzt. Nach 30
min Reaktion bei RT erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion. 3” Uberhiinge werden
bei dieser Prozedur abgebaut,

Ligation von DNA-Fragmenten
Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in einem geeigneten Verhiltnis (meist ein
UberschuB des zu inserierenden Fragments) mit 2 pl 10 mM ATP und 1 pl T4 DNA

Ligase (2 U/ul) in einem Endvolumen von 20 pl 1x Ligationspuffer (50 mM Tris pH 7.4,
10 mM MgClp, 10 mM DTT, | mM Spermidin, | mM ATP) versetzt. Die Reaktion
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erfolgte bei 15°C iiber Nacht. Wenn sich die DNA-Fragmente in "low-melting" Agarose
befanden, wurde diese 10 min bei 68°C geschmolzen und nach Abkiihlen auf 42°C sofort
mit obigen Losungen versetzt. Fiir Linker-Ligationen wurden 2 pl des phosphorylierten

Linkers benutzt,

4. DNA-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese

Je nach Grofle der aufzutrennenden Fragmente wurden 0.8% bis 1.5% Agarose-Gele
benutzt. Es handelt sich hierbei um Mini-Gele: Gelvolumen 50 ml, Puffervolumen 100
ml, Taschenvolumen 25 pl. Das Gel ist vollig von Puffer bedeckt. Die entsprechende
Menge Agarose Typ II wurde in 50 ml 1x TBE (90 mM Tris pH 8.3, 90 mM krist.
Borsiure, 2.5 mM EDTA pH 8.0) gegeben und 5 min im Mikrowellenherd aufgekocht.
Fiir "low-melting" Gele wurde Agarose Typ VII verwendet. Nach Zugabe von 1.5 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml) wurde das Gel gegossen und ca. 30 min abkiihlen gelassen.
Nach Entfernen des Kamms und Eingieen des Laufpuffers (1x TBE) wurden die Proben
in Glycerin-Probenpuffer (10 mM EDTA pH 8, 10% Glycerin, 0.1% SDS, 0.02%
Bromphenolblau) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei etwa 100 mA. Die DNA-
Banden werden unter UV sichtbar.

Acrylamid-Gelelektrophorese

Je nach GroBe der aufzutrennenden Fragmente wurden 6% bis 10% Acrylamid-Gele
benutzt. Das Gel wurde zwischen zwei 14x15 cm grofie Glasplatten mit 1 mm dicken
Kunststoff-Abstandshaltern gegossen. Fiir ein 6% Gel bendtigt man 6 ml einer
deionisierten Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8) Stammltsung, die mit 3 ml 10x TBE (1x:
90 mM Tris pH 8.3, 90 mM kuist. Borsiure, 2.5 mM EDTA pH 8.0) und 21 ml Wasser
in einer Saugflasche 2 min entgast wird. Nach Zufiigen und Mischen von 25 ul TEMED
und 250 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat-Losung wurde das Gel gegossen und ein
geeigneter Kamm eingesetzt. Nach 15 min wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit
Wasser ausgespiilt. Die Gelplatten wurden senkrecht in eine Elektrophorese-Apparatur
eingespannt und als Anoden- und Kathodenpuffer je etwa 400 ml 1x TBE eingefiillt.
Nach Auftragen der Proben in Glycerin-Probenpuffer (10 mM EDTA pH 8, 10%
Glycerin, 0.1% SDS, 0.02% Bromphenolblau) erfolgte die Auftrennung bis zum
Einlaufen der Proben bei 100 V und danach bei 250 bis 300 V. Nach Ende des Laufes
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wurde das Gel von den Glasplatten entfernt und 15 min unter leichten Schiitteln in 200 ml
1x TBE mit 1 pg/ml Ethidiumbromid gefirbt. Unter UV werden die DNA-Banden
sichtbar.

Denaturierende Acrylamid-Harnstoff-Gele

Diese Gele dienen zur Auftrennung von DNA unter denaturierenden Bedingungen,
hervorgerufen durch die 8.3 M Harnstoff-Konzentration und die hohe Temperatur
wihrend der Auftrennung. Es wurden 20x39 cm groe Glasplatten benutzt mit 0.1 mm
dicken Abstandshaltern. Da diese diinnen Gele an die Glasplatte polymerisiert werden,
miissen die beiden Glasplatten vorbehandelt werden. Die Glasplatten wurden mit Ethanol
gereinigt. Auf die Glasplatte mit dem Ausschnitt wurde 1.5 ml 5% Dimethyldichlor-Silan
(gelost in Tetrachlorkohlenstoff) gleichmiBig verteilt und trocknen gelassen. Danach
wurde die Glasplatte kriftig poliert. Auf die ungeschnittene Glasplatte wurde eine
Mischung von 3.3 ml Haftsilan und 100 pl 100% Essigsédure gleichmiBig verteilt und drei
Minuten trocknen gelassen. Nach Abspiilen mit Ethanol wurde die Glasplatte ebenfalls
gut poliert. Nach kurzer Wartezeit wurden die beiden Glasplatten mit den 0.1 mm dicken
Abstandshaltern zusammengebaut. Eine Abdichtung ist nicht notig. Fiir ein 6% Gel
werden 30 ml einer 6% Acrylamid-Losung mit 8.3 M Harnstoff benétigt [100 ml einer
deionisierten Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8) Stammlosung werden mit 50 ml 10x TBE
(1x: 90 mM Tris pH 8.3, 90 mM krist. Borsdure, 2.5 mM EDTA pH 8.0) versetzt und
darin 250 g Harnstoff geldst. Die dann auf 500 ml mit Wasser aufgefiillte Losung wird
noch steril filtriert und bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt]. Nach 2 min entgasen und
Zufiigen von 15 pl TEMED und 250 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat-Losung wurde
das Gel gegossen und der Kamm eingesetzt. Nach etwa 30 min ist das Gel polymerisiert
und kann im Kiihlraum einen Tag aufbewahrt werden.

Die Gelplatte wurde dann senkrecht in eine Elektrophorese-Apparatur eingespannt und zur
gleichmifBigen Wirmeverteilung mit einer Aluminiumplatte bedeckt. Als Anoden- und
Kathodenpuffer dienten je etwa 375 ml 0.5x TBE. Der Kamm wurde entfernt und die
Taschen mit einer Spritze von Harnstoff freigespiilt. Zur Erwiirmung des Gels diente ein
Vorlauf von 20 bis 30 min bei 25 bis 30 Watt. Die in 3 pl Formamid-Probenpuffer (20
mM EDTA pH 7.8, 99% Formamid, 0.03% Xylencyanol, 0.03% Bromphenolblau)
gelosten Proben wurden 3 min auf 95°C erhitzt und dann auf Eis gestellt. Die
Probenauftragung wurde mit einer speziellen Pipettenspitze vorgenommen, nachdem die
Taschen nochmals ausgespiilt wurden. Die Auftrennung erfolgte bei 25-30 Watt bis zur
gewlinschten Laufstrecke. Mit einem diinnen Spatel wurde dann die mit
Dimethyldichlorsilan-Silan beschichtete Glasplatte abgehoben. Durch sofortiges Einlegen
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in 10% Essigsdure fiir 10 bis 15 min wurde der Harnstoff herausgeldst. Das Gel wurde
dann nach Spiilen mit Wasser fiir etwa eine Stunde bei 80°C auf der Glasplatte getrocknet

bei -80°C autoradiographiert.

S. Sequenzierung von DNA

Plasmid-DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al.
(1977) mit dem "T7-Sequenase-Kit" der Firma USB, Cleveland Ohio sequenziert. Die
Durchfiihrung der Reaktion erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Plasmid-DNA
wurde bei Verunreinigung mit RNA zuerst einem RNase-Verdau unterzogen. Danach
wurden 2 pg Plasmid-DNA mit 0.2 mM EDTA, 0.2 M NaOH denaturiert. Die
denaturierte DNA wurde mit dem Sequenzier-Primer in einem 1:1 Verhiltinis gemischt,
auf 65°C erhitzt und langsam auf RT abgekiihlt. Nach einer kurzen Strangverlingerung
mit a-35S-dATP erfolgte die eigentliche Kettenabbruch-Reaktion mit den vier didesoxy-
Nukleosidtriphosphaten. Nach Abstoppen der Reaktion mit Formamid-Probenpuffer
(20 mM EDTA pH 7.8, 99% Formamid, 0.03% Xylencyanol, 0.03% Bromphenolblau)
und 3 min kochen wurden die Proben auf einem denaturierenden 6% Acrylamid/8.3 M

Harnstoff Gel aufgetrennt,

6. Transformation von Bakterien

Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Transformation (Hanahan,
1986)

Eine Kolonie von E. coli DHS wurde in 10 ml SOC-Medium (0.5% Bacto-Hefe-Extrakt,
2% Bacto-Trypton, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCly, 10 mM MgSO4 20 mM
Glucose) tiber Nacht bei 37°C geschiittelt. 500 ml1 SOC-Medium wurden mit 1 ml der
Ubernacht-Kultur angeimpft und im 5 1 Kolben bei 37°C so lange geschiittelt, bis die Esso
~0.4 betrigt (ungefihr 2 Stunden). Die Bakterien-Kultur wurde auf zwei 250 ml Plastik-
Zentrifugenbecher verteilt und 15 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Bakterien 15
min bei 1000xg (4°C) zentrifugiert und das Medium gut entfernt. Die beiden
Niederschlidge wurden in je 10 ml TFB (100 mM KCl, 45 mM MnClp, 10 mM MgClyp, 3
mM HACoCl3, 10 mM K-MES pH 6.3, 15% Glycerin) durch Schwenken resuspendiert
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und in zwei 50 ml Greiner-Rohrchen (eisgekiihlt) gegeben. Nach Auffiillen auf 50 ml mit
TFB und Mischen blieb die Bakterien-Losung 15 min auof Eis stehen. Nach 15 min
Zentrifugieren bei 1000xg (4°C) wurden die beiden Niederschlidge in je 10 ml TFB durch
Schwenken resuspendiert und in ein 50 ml Greiner-Rhrchen (eisgekiihlt) vereinigt. Die
nun kompetenten Bakterien wurden bei 0°C in 600 pl Portionen abgefiillt und in
fliissigem Stickstoff (-196°C) eingefroren. Die Transformationseffizienz liegt bei etwa 1-
5x100 Kolonien pro jLg "supercoiled" pBR322.

Transformation von kompetenten Zellen

Ein Réhrchen mit kompetenten Bakterien wurde aus dem fliissigen Stickstoff geholt und
auf Eis gestellt. Sobald die Bakterien aufgetaut waren, wurde 8 pl des Ligationsansatzes
zugemischt und 1 Stunde auf Eis gestellt. Nach 90 Sekunden Hitzeschock bei 42°C und
2 min auf Eis wurde 3 ml SOC-Medium (0.5% Bacto-Hefe-Extrakt, 2% Bacto-Trypton,
10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose)
zugegeben und 60 min bei 37°C geschiittelt. 200 pl der Bakteriensuspension wurden
danach auf eine Selektiv-Agarplatte ausgestrichen.

Herstellung von Selektiv-Agarplatten

In einem 2 1 Kolben wurden 5 g Hefe-Extrakt, 10 g Bacto-Trypton, 10 g NaCl und 15 g
Difco-Agar auf 1 Liter mit Wasser aufgefiillt. Diese Mischung wurde autoklaviert. Nach
Abkiihlen auf etwa 45°C wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 50 pg/ml
zugegeben. Damit konnten etwa 30 Agar-Platten (9 cm Durchmesser) gegossen werden.
Luftblasen wurden durch Uberstreichen mit einer Bunsenbrennerflamme entfernt. Nach

Erstarren des Agar wurden die Platten bei 4°C gelagert.

7. Zellen trypsinieren, einfrieren und auftauen

Alle Zellen wurden bei 37°C, 6% CO7 und 95% relative Feuchte inkubiert, Eine subkon-
fluente Kulturflaschen wurde nach Waschen mit 10 ml kaltem PBS (123 mM NaCl, 17
mM NajyHPOy, 2.5 mM KHpPOy, pH 7.3) mit 4 ml 0.25% Trypsin-Ldsung versetzt.
Nach 1 min Einwirkzeit wurde wieder abgesaugt. Nach 5 min Inkubation bei 37°C
wurden die Zellen in 10 ml kaltem Medium resuspendiert und auf Eis gestellt. Wenn die

Zellen nicht eingefroren werden sollten, wurden alle Losungen auf 37°C vorgewirmt. Die
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Zellzahl wurde bestimmt. Die Zellen wurden dann 5 min bei 330xg zentrifugiert und in
kaltem Einfriermedium aufgenommen, so daB die Zellzahl 2-5x109/ml betrug. Je 1 ml
wurden in Einfrierrohrchen abgefiillt und 30 min auf Eis gestellt. Nach zwei Stunden bei
-20°C und einem Tag bei -80°C wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff (-196°C)
{iberfiihrt. Zum Auftauen wurde das Einfrierrshrchen direkt aus dem fliissigen Stickstoff
in ein 37°C Wasserbad gestellt. Sobald die Zellen aufgetaut war, wurde 5 ml warmes
Medium zugegeben und die Zellen 5 min bei 330xg abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde
dann in 10 ml Medium resuspendiert und in eine 80 cm? Kulturflasche mit 10 ml Medium

gegeben. Am nichsten Tag wurde das Medium nochmal gewechselt.

8. Transiente Transfektion und Behandlung von Zellen mit
Induktoren

DEAE-Dextran-Methode (Kawai und Nishizawa, 1984)

HeLa wurden mit 1.3x100 Zellen pro 9 cm Petrischale 24 Stunden vor der Transfektion
angesetzt. Fiir die Transfektion wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit
10 ml warmen Ix TBS (137 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7.4, 5 mM KCl, 0.7 mM CaCly,
0.5 mM MgCly, 0.6 mM NapHPO4) gewaschen. Nach Absaugen des TBS wurde 1 ml
DNA-DEAE-Dextran—-Mischung (10 g DNA, 500 pg/ml DEAE-Dextran in 1x TBS) auf
die Zellen gegeben, die dann 30 min bei RT stehenblieben. Alle 5 min wurden die
Petrischalen geschwenkt. Danach wurden die Zellen zweimal mit 10 ml 1x TBS
gewaschen und 10 ml frisches Medium zugegeben. Nach 8 Stunden wurden die Zellen
mit PBS (123 mM NaCl, 17 mM NagHPOy, 2.5 mM KHyPOgy, pH 7.3) gewaschen und
dann 10 ml frisches Medium (0.5% FCS) zugegeben.

CaPO4-Methode (Graham und van der Eb, 1973)

F9 wurden, falls nicht anders angegeben, mit 8x105 Zellen pro Petrischale 12 Stunden
vor Transfektion angesetzt. Drei Stunden vor der Transfektion wurden das Medium
nochmal gewechselt. Fiir die Herstellung des Priizipitates wurde zu 10 ptg DNA in 475 pl
I1x HBS (137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0.7 mM NayHPOy, 0.5 mM D-Glucose, 21 mM
HEPES pH 7.10) tropfenweise 25 1l 2.5 M CaCly zugegeben. Das Priizipitat wurde 20
bis 25 min bei RT stehen gelassen. 475 pl dieser Mischung wurden dann in dem Medium
einer Petrischale verteilt. Nach 8 bis 12 Stunden Inkubation des Priizipitats mit den Zellen
im Brutschrank wurden die Zellen zweimal mit PBS (123 mM NacCl, 17 mM NapHPOy4,
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2.5 mM KH,POy4, pH 7.3) gewaschen und frisches Medium (DMEM mit 0.5% FCS)

zugegeben,

CaP0y4-Methode (modifiziert nach Chen-Okayama, 1987)

2.5x105 GM637 Zellen wurden pro 3 cm Petrischale 24 Stunden vor Transfektion
angesetzt. Drei Stunden vor der Transfektion wurde das Medium nochmals gewechselt.
Fiir die Herstellung des Prézipitates wurden 8 g DNA in 500 pl 250 mM CaClp Losung
aufgenomrﬁen. Dazu wurden tropfenweise 500 pl 2xBBS Puffer (50 mM BES, 280 mM
NaCl, 1.5 mM NapHPOy) gegeben. Das Priizipitat wurde 20 min bei RT stehen gelassen.
Danach wurden 500 pl dieser Mischung tropfenweise in das Medium, der zu
transfizierenden Zellen, verteilt. Nach 12-16 Stunden Inkubation bei 35°C und 3% CO»
wurden die Zellen zweimal mit warmem PBS gewaschen, und anschlieBend mit frischem
Medium (DMEM mit 0.5% FCS) inkubiert (37°C und 6% COy).

Induktion von Zellen

Die Induktion von Zellen mit TPA (Endkonzentration: 80 ng/ml) erfolgte durch direkte
Zugabe der Substanz ins Medium. Bei UV-Bestrahlungen wurden die Zellen nach
Waschen mit PBS ohne Puffer oder Medium in der Petrischale mit offenem Deckel mit 30
J/m? bestrahlt. Bei Markierungsexperimenten mit 32P Orthophosphat wurden die Zellen
statt PBS mit TBS (137 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7.4, 5 mM KCl, 0.7 mM CaCly,
0.5 mM MgCly, 0.6 mM NaoHPOy4) ohne NapHPO4 gewaschen,

9. CAT-Assay (Gorman et al.,, 1982b)

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandlung mit Induktoren wurden die Zellen
einer Petrischale fiir den CAT-Assay geerntet. Dazu wurden sie zweimal mit 10 ml 1x
TBS gewaschen und in 1 ml 1x TBS (137 mM NaCl, 25 mM Tris pH 7.4, 5 mM KCI,
0.7 mM CaClp, 0.5 mM MgClp, 0.6 mM NapgHPO4) mit einem Gummischaber
abgeschabt. Nach 5 min Zentrifugieren bei 3000xg wurde das Zellpellet in 100 pl 0.25 M
Tris pH 7.8 resuspendiert und die Zellen durch dreimaligen Gefrierschock aufgebrochen.
Dazu wurden sie fiir 15 min in ein Trockeneis/Ethanol-Bad gestellt, dann fiir 5 min in ein

37°C Wasserbad und danach kriiftig geschiittelt. Die aufgebrochenen Zellen wurden 10
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min bei 13000xg abzentrifugiert und die 100 pl Proteinextrakt abgenommen.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Lowry-Methode bei 735 nm (Lowry et al.,
1951). Fiir die Erstellung einer Eichkurve wurden 5 bis 80 pl einer BSA-Stammlosung (1
mg/ml in Lowry-Reagenz I) und 10 pl 0.25 M Tris, pH 7.8 mit Lowry-Reagenz I (2%
NapCOs3, 0.1 M NaOH) auf 500 pl aufgefiillt. Von den Proteinextrakten wurden jeweils
10 pl in 490 pl Lowry-Reagenz 1 gegeben. Zu diesen 500 pl wurde 1 ml frisch
hergestelltes Lowry-Reagenz IV (100 ml Lowry-Reagenz I mit 1 ml 2% NaK-Tartrat und
1 ml 1% CuSOy4) gemischt und 15 min stehen gelassen. Danach wurden unter sofortigen
Mischen 100 pl 50% Folin-Losung zugegeben. Nach 90 min bei RT im Dunkeln wurden
die Proben nochmal gemischt und dann die Extinktion bei 735 nm gemessen. Anhand der

Eichkurve kann man dann die Proteinkonzentration in den Proben bestimmen,.

Fiir den CAT-Assay wurde von den Transfektionsansitzen jeweils die gleiche
Proteinmenge eingesetzt, die mit 0.25 M Tris pH 7.8 auf 80 pl aufgefiillt wurde. Nach
Zugabe von 2 pl 14C-Chloramphenicol wurde die Reaktion mit 20 pl 4 mM Acetyl-
Coenzym A (in 0.25 M Tris pH 7.8) gestartet. Nach genau zwei Stunden wurde die
Reaktion durch Zugabe von 1 ml Ethylacetat abgestoppt. Durch kurzes Mischen fiir 10
Sekunden wurde das Chloramphenicol aus der wiissrigen Phase extrahiert. Die Phasen
wurden durch 3 min Zentrifugieren wieder getrennt und die Ethylacetat-Oberphase
abgenommen. Das Ethylacetat wurde in einer Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Das
Chloramphenicol wurde in 15 pl Ethylacetat wieder geldst und punktweise auf eine
Kieselgel-DC-Platte aufgetragen. Als Laufmittel dienten 150 ml Chloroform:Methanol
(9:1) in einer Glas-Chromatographie-Kammer, Nach 50 min wurde die Chromatographie
abgebrochen. Nach Lufttrocknung der DC-Platte wurde diese bei -80°C iiber Nacht
autoradiographiert.

Nach Entwicklung des Filmes konnte man die Lage der radioaktiven Flecken auf der DC-
Platte markieren. Das unacetylierte Chloramphenicol ist am unpolarsten und wandert
daher am wenigsten. Die 1'-acetylierte, die 3'-acetylierte und die 1',3'-diacetylierten
Formen wandern in der angegebenen Reihenfolge immer weiter, Zur Auswertung wurden
die unacetylierte Form und die acetylierten Formen ausgeschnitten und mit 5 ml
Emulsifier Safe in einem Szintillationszihler 2 min gemessen. Nach Abzug des cpm-
Hintergrunds und der schon im Chloramphenicol von vornherein enthaltenen acetylierten
Formen kann berechnet werden, wieviel Prozent des Chloramphenicols acetyliert wurden.
Weiterhin kann man die spezifische Enzymaktivitiit in pmolxmg-lxmin-1 berechnen, da
bekannt ist, wieviel pmol 14C-Chloramphenicol eingesetzt wurde (7000 pmol), wieviel

Substrat in 120 min acetyliert wurde und welche Proteinmenge eingesetzt wurde.
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10. Extrakt Pridparation aus eukaryontischen Zellen
Herstellung eines Zellysates aus radioaktiv markierten Zellen

Die Herstellung der Zellysate war fiir alle Ansétze gleich, unabhiingig von der Markierung
oder den unterschiedlichen Induktionen. Alle Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt.
Sémtliche Puffer waren eisgekiihlt. Die Zellen einer 6 cm (3 cm) Petrischale wurden nach
Ablauf der Induktionszeit 2x mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 800 (400) pul
RIPA Puffer (50 mM Tris p.H. 8; 125 mM NaCl; 0.5% NP40; 0.5% NaDOC; 0.1%
SDS) plus Proteinase Inhibitormix (Endkonzentration: 1 pg/ml Leupeptin; 1 pg/ml
Pepstatin A; 1 pg/ml Aprotinin; 0.5 mM PMSF) plus Phosphatase Inhibitormix
(Endkonzentration: 2 mM ZnClp; 10 mM NaF; 10 mM Natriumpyrophosphat; 20 mM
NapMOy) plus 10 mM Para-nitrophenyl-phosphat, einen Phosphataseindikator, der sich
in Anwesenheit von Phosphatasen gelb firbt, abgeschabt. Das Zellysat wurde 30 min bei
20C mit 120000xg in einer Beckmann TL-100 Ultrazentrifuge abzentrifugiert, Die Uber-
stinde wurden entweder in einem Trockeneis/Ethanol-Bad eingefroren und bei -800C

aufbewahrt oder direkt in eine Immunprizipitation eingesetzt.

11. Proteingele
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (Laemmli, 1970)

Zur Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde ein 10%iges
Acrylamid-Gel mit einem 5%igen Kammgel benutzt, das zwischen zwei 14x15 oder
23x15 cm Glasplatten gegossen wird. Die Glasplatten wurden durch 1 mm dicke
Kunststoff- Abstandshalter voneinander getrennt. Fiir 40 ml einer 10%igen Trenngel-
Losung werden 13.2 ml einer deionisierten Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8)
Stammloésung mit 10 ml 1.5 M Tris pH 8.8, 16.6 ml Wasser und 0.2 ml 20% SDS in
einer Saugflasche 2 min entgast. Nach Zugabe und Mischen von 10 pl TEMED und 80 pl
10% Ammoniumperoxodisulfat-Lisung wurde das Gel bis zu einer Hohe von 1.5 cm
unterhalb des Kamms gegossen. Sofort nach dem Gielen wurde es mit 0.1% SDS
liberschichtet. Wenn nach 30 bis 45 min die Phasengrenze wieder erschien, war das
Trenngel auspolymerisiert. Das SDS wurde abgegossen und der Platten-Zwischenraum
nach zweimaligem Spiilen mit Wasser mit einem Papier getrocknet. Fiir das 5%igen
Kammgel wurden 3.4 ml der deionisierten Acrylamid:Bisacrylamid (30:0.8)
Stammlésung mit 5 ml 0.5 M Tris pH 6.8, 11.5 ml Wasser und 0.1 ml 20% SDS zwei
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Minuten entgast und mit 20 pl TEMED sowie 100 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat-
Losung versetzt. Das Kammgel wurde auf das Trenngel gegossen und der Kamm
eingesetzt. Nach 15 min wurde der Kamm vorsichtig entfernt und die Taschen sofort mit
Ix Laemmli-Laufpuffer (25 mM Tris pH 8.3, 192 mM Glycin, 0.1% SDS, pH 8.3)
ausgespiilt. Das Gel wurde dann senkrecht in eine Elektrophorese- Apparatur eingespannt.
Als Anoden- und Kathodenpuffer dienten je etwa 400 ml 1x Laemmli-Laufpuffer. Es
wurden dann 80 V angelegt, bis die Proben in das Kammgel eingelaufen waren, 100 V
bis die Proben im Trenngel waren und maximal 40 mA (mit Kiihlung durch einen
Ventilator) zur Auftrennung im Trenngel bis zum Herauslaufen der Bromphenolblau-
Bande aus dem Gel. Die grifieren Gele wurden iiber Nacht bei 80 V gefahren. Falls die
Proteine im Weiteren nicht auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen wurden,wurde das
Gel auf 3MM-Filterpapier gelegt, mit Haushaltsfolie abgedeckt und in einer Geltrockner-
Apparatur bei 80°C getrocknet. Das auf dem Filterpapier festgetrocknete Gel wurde direkt
bei -80°C autoradiographiert.

Gele mit 35S-markierten Proteinen wurden vor dem Trocknen mit PPO aktiviert. Dazu
wurden sie zunéchst dreimal in je 11 DMSO fiir je 30 min zur Entwésserung geschiittelt.
Anschliefend erfolgte die Aktivierung fiir mindestens 4 Stunden in einer Losung von
22.2 g PPO in 100 ml DMSO. Danach wurde das geschrumpfte Gel unter flieRendem
Wasser bis zur NormalgroBe gewissert.

Coomassie-Blau-Firbung von Proteingelen
Das Proteingel wurde in Coomassie-Blau-Firbelosung (46% Methanol, 8% Essigsiure,
0.2% Coomassie Blau) unter leichtem Schwenken etwa 15 min gefirbt und mit 20%

Methanol, 7% Essigsiure so lange unter Wechsel der Entfirbelosung entfirbt, bis die

Proteinbanden deutlich zu sehen waren.

12. Metabolische Markierung von Proteinen
Markierung mit 35S Methionin

Eine Petrischale mit 6 (3) cm Durchmesser wurde mit 1x106 (3.5x105) Zellen angesetzt
und nach 24 Stunden wurden die Zellen fiir nochmals 24 Stunden mit 0.5% FCS




gehungert. Anschlieend wurden die Zellen 2x mit PBS (123 mM NaCl; 17 mM
Na,HPO,; 2.5 mM KH,PO,; pH 7.3) gewaschen. Es wurden drei verschiedene Ansitze
gewihlt, um die Proteine metabolisch zu markieren. Die Mengen an zugesetztem Medium
und 35S Methionin waren in allen Ansitzen gleich. Die Induktion erfolgte mit
verschiedenen Induktoren und fiir unterschiedlich lange Zeit. (1) Die Zellen wurden fiir 1
Stunde mit 1.5 (0.8) ml methioninfreiem Medium inkubiert. Danach wurden 4,625 MBq
35S Methionin pro ml Medium zugesetzt, die Zellen fiir weitere 2 Stunden inkubiert und
anschlieffend induziert. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank in einer separaten Box,
die eine Petrischale mit Aktivkohle enthielt. Die Aktivkohle bindet fliichtige 35S markierte
Zersetzungsprodukte, die durch radiochemische Zersetzung der Aminosiduren entstehen.
(2) Die Zellen wurden nicht in methioninfreiem Medium vorinkubiert. Die Zugabe von
4.625 MBq 35S Methionin pro ml Medium erfolgte gleichzeitig mit dem Wechsel zu
methioninfreiem Medium. Die Inkubationsdaver betrug 3 Stunden. AnschlieBend wurden
die Zellen induziert. (3) Die Zellen wurden 1 Stunde mit methioninfreiem Medium
vorinkubiert und anschlieBend fiir 20 min induziert. Danach wurde 35S Methionin
zugegeben und die Zellen weitere 1.5 Stunden inkubiert, Die ersten beiden Methoden
dienen dazu, Proteine im nichtinduzierten Zustand zu markieren, wihrend die dritte

Methode die, nach Induktion neusynthetisierten, Proteine radioaktiv markiert.

Markierung mit 32P Orthophosphat

Die Zellen wurden entsprechend der 35S Methionin Markierung angesetzt und
weiterinkubiert. Nachdem sie fiir 24 Stunden in 0.5% FCS gehungert worden waren,
wurden sie 2x mit phosphatfreiem TBS Puffer (137 mM NaCl; 25 mM Tris p.H. 7.4; 5
mM KCI; 0.7 mM CaCl; 0.5 mM MgCl) gewaschen und anschlieend fiir 1.5 Stunden in
phosphatfreiem Medium ohne FCS und ohne Penicillin/Streptomycin inkubiert. Daraufhin
wurden pro ml Medium 18.5 MBq 32P Orthophosphat zugesetzt und die Zellen fiir
weitere 2.5 Stunden inkubiert. Im Anschluf8 daran erfolgte die Behandlung mit
verschiedenen Induktoren fiir unterschiedlich lange Zeit.

Markierung von transient exprimierten, exogenen Proteinen
Die Zellen wurden 24-36 Stunden nach der Transfektion mit PBS gewaschen und mit
4.625 MBq 35S Methionin pro ml methioninfreiem Medium versetzt und 3 Stunden

weiterinkubiert. Danach erfolgte eine 15 miniitige Induktion der Zellen. Auf diese Weise

konnten Modifikationen an transient exprimierten Proteinen untersucht werden.
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Zur Markierung mit 32P Orthophosphat wurden die Zellen 24-36 Stunden nach
Transfektion mit phosphatfreiem TBS gewaschen, fiir 1.5 Stunden in phosphatfreiem
Medium inkubiert und anschlieBend mit 18.5 MBq 32P Orthophosphat pro ml Medium fiir
2.5 h markiert. Induziert wurde wiederum fiir 15 min,

13. Immunprizipitation

Die Immunprizipitation kann in zwei Teile untergliedert werden. (1) Kopplung der
Antikorper an Protein A Sepharose. Hierzu wurden pro Ansatz 20 pl Protein A Sepharose
(1:2 in TSA ( 10 mM Tris p.H. 8.0; 140 mM NaCl; 0.025% NaN3)) zweimal mit RIPA
Puffer gewaschen und danach jeweils fiir 15 Sekunden bei 10000xg abzentrifugiert.
AnschlieBend wurden 600 pl RIPA Puffer, plus Proteinase und Phosphatase
Inhibitormix, und Antikdrper zugesetzt und die gesamte Mixtur fiir mindestens 2
Stunden, bis iiber Nacht bei 4°C rotiert. Bei den Antikrpern handelte es sich um Seren
aus nicht immunisierten (Preimmun-Serum) oder immunisierten Kaninchen. In der Regel
wurden pro Versuchsansatz 2 pl Antikdrper zugesetzt. Nach der Vorinkubation wurde
das Gemisch zweimal mit RIPA Puffer gewaschen. Die Antikorper sind nun an die
Protein A Sepharose gebunden und kinnen ausprézipitiert werden. (2) Inkubation des
Zellysates mit den, an die Protein A Sepharose gekoppelten, Antikérpern.
Unterschiedliche Mengen des Zellysates wurden mit den, an die Protein A Sepharose
gekoppelten, Antikdrpern zusammen bei 4°C rotiert. Das Mindestvolumen betrug 400 pl.
Entsprechend wurde, falls notwendig RIPA Puffer zugesetzt. Das Zellysat wurde
zuniichst eine Stunde mit Preimmun-Serum inkubiert. AnschlieBend wurden die
Sepharose Kiigelchen 15 Sekunden bei 10000xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
nochmals fiir 2 Stunden mit dem spezifischen Antikérper inkubiert. Danach wurde die
Sepharose wieder abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend nochmals einer
Immunprizipitation unterzogen oder bei -80°C weggefroren. Die Vorinkubation mit
Preimmun-Serum diente dazu, unspezifisch bindende Bestandteile des Zellysates
abzufangen und ermdglichte es, durch Vergleich der prizipitierten Proteine, die fiir das
Immunserum spezifischen Proteine zu identifizieren, In einigen Versuchen, speziell im
Falle der 32P Orthophosphat Markierung, wurde auf die Vorinkubation mit Preimmun-
Serum verzichtet. Die Protein A Sepharose Prizipitate wurden viermal mit RIPA Puffer
und einmal mit PBS gewaschen, dazwischen 15 Sekunden bei 10000xg abzentrifugiert.
Nach dem letzten Waschschritt wurden das Prizipitat mit einer Kaniile (0.4 x 21)
trockengesaugt und mit 20 pl Limmli Probenpuffer (62.5 mM Tris p.H. 6.8; 10%
Glycin; 2% SDS; 5% B-Mercaptoethanol; 0.02% Bromphenolblau) versetzt. Die Proben
wurden 5 min gekocht, anschlieBend sofort auf Eis gestellt und nach dem Abkiihlen eine
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Minute bei 10000xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf ein 10% iges SDS-AA-Gel
aufgetragen und die Proteine aufgetrennt. Das Gel wurde anschlieend mit PPO aktiviert,
getrocknet und mit einem Rontgenfilm bei -80°C mit Verstirkerfolie exponiert. Keine
Aktivierung mit PPO erfolgte, wenn die Proben mit 32P markiert waren und/oder
Proteine anschliefend auf eine Nitrozellulose-Membran tibertragen und weiter analysiert

wurden,

Dephosphorylierung von immunpréizipitierten Proteinen (Miiller et al.,
1987)

Die Dephosphorylierung erfolgte an der Protein A Sepharose. Hierzu wurden die
Priizipitate nach der Immunprizipitation zunichst dreimal mit RIPA Puffer gewaschen
und dann zweimal mit Phosphatase Puffer (40 mM NaCl, 50 mM TrisHCI pH 8, 3 mM
MgCly). AnschlieBend wurden die Proben in 100 pl Phosphatase Puffer mit 20 U
alkalischer Phosphatase fiir eine Stunde auf Eis inkubiert. Die Prézipitate wurden danach
noch zweimal mit PBS gewaschen, mit einer Kaniile trockengesaugt und in Limmli
Probenpuffer aufgenommen. Danach wurden sie aufgekocht und in einem SDS-AA-Gel

“aufgetrennt,

14. Ubertragung von Proteinen auf Nitrozellulose

Mit Hilfe der Blot Technik werden Proteine aus einem SDS-Polyarcylamidgel auf eine
Nitrozellulosemembran {ibertragen. Die transferierten Proteine konnen auf der Membran
angefirbt oder mit einem Antikdrper (Western Blot) nachgewiesen werden. Auflerdem
konnen die Proteine aus der Membran herausgelst und weiter analysiert werden (siehe
Peptid Analyse). Fiir den Transfer der Proteine auf die Membran existieren verschiedene
Methoden. Allen Methoden gemeinsam ist, daf die Proteine mit Hilfe eines elektrisches

Feldes aus dem Gel heraus eluiert und auf die Membran tibertragen werden.

Methode der Wahl war die ‘Feucht Blot Methode”. Der Zusammenbau der Transfereinheit
erfolgte unter Puffer (Transferpuffer: 50 mM Tris; 380 mM Glycin; 0.1% SDS; 20%
Methanol). Eine Transfereinheit bestand aus einem 2 mm dicken pordsen Schwamm auf
welchen zwei Lagen puffergetrinktes Whatmann 3MM-Filterpapier gelegt wurden. Als
niichstes folgt die Membran, welche vorher in Transferpuffer dquilibriert worden war.
Auf die Membran wurde das Gel gelegt, darauf wiederum zwei Lagen Whatmann 3MM-

Filterpapier und ein pordser Schwamm. Die Transfereinheit wurde vertikal in eine
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Blotkammer eingespannt. Die Blotkammer war vollstindig mit Transferpuffer gefiillt.
Die Membran war zur Anode hin ausgerichtet. Der Transfer der negativ geladenen
Proteine erfolgte von der Kathode zur Anode bei einer Stromstiirke von 300 mA und einer

Spannung von 40 Volt iiber Nacht.

15. Peptid Analyse (Scheidtmann et al.,, 1982; Boyle et al.,
1991)

Die Peptid Analyse ermdglicht u.a. (1) den Verwandtschaftsgrad von zwet dhnlichen
Proteinen festzustellen, (2) ein Protein bzw. ein Peptid teilweise zu sequenzieren oder (3),
wie im Fall der vorliegenden Arbeit, die Analyse von posttranslationalen Modifikationen
an Proteinen. Das zu untersuchende Protein wird hierzu mit spezifischen Proteasen
(bspw. Trypsin, Chymotrypsin, V8 Protease) in Peptide aufgespalten. Die Peptide
konnen in einem SDS-Acrylamidgel, mit Hilfe der HPLC oder durch 2-dimensionale
Auftrennung auf Diinnschichtplatten analysiert werden. Letztere Methode wurde in der
vorliegenden Arbeit angewendet. Dabei werden die Peptide in der ersten Dimension
(Elektrophorese) aufgrund ihrer Ladung und Gr6Be und in der zweiten Dimension
(Chromatographie) aufgrund ihrer Hydrophobizitit und GroBe aufgetrennt.

Aufarbeitung des Proteins

Zur Aufreinigung der zu untersuchenden Proteine wurden zunidcht Immunprézipitationen
aus 32P oder 35S Methionin markierten Zellen durchgefiihrt. Das Immunprizipitat wurde
auf einem SDS-Acrylamidgel aufgetrennt und anschlielend auf Nitrozellulose geblottet.
Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Blot autoradiographiert. Die, mit Hilfe des
Autoradiogramms identifizierten, spezifischen Proteinbanden wurden aus der
Nitrozellulose-Membran ausgeschnitten. Das Nitrozellulosestiick wurde zunéchst fiir 30
min bei 37°C mit 0.5% PVP 360 in 100 mM Essigsiure inkubiert. Dies verhinderte die
unspezifische Anlagerung von Proteasen an die Nitrozellulose. AnschlieBend wurde das
Nitrozellulosestiick mit HoO und einer frisch angesetzten 50 mM NH4HCO3 (pH 7.8)
Losung gewaschen. Der Verdau des Proteins erfolgte an der Nitrozellulose in 150-400 pl
einer 50 mM NH4HCO3 Lisung mit 5 pg Protease (Trypsin oder Chymotrypsin) fiir 5
Stunden und nochmaliger Zugabe von 5 pg Protease iiber Nacht., Die aufgespaltenen
Peptide 16sten sich von der Nitrozellulose ab und befanden sich in der Losung. Die
Nitrozellulose wurde anschlieBend kurz abzentrifugiert und die Losung mit den Peptiden

in eine neues Reaktionsgefil transferiert. Danach wurde das Nitrozellulosestiick mit
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einem ml HyO gewaschen und der Uberstand zu der Peptidlssung pipetiert. Die gesamte
Losung wurde gut vermischt und anschlieBend lyophilisiert. Das nach der
Lyophilisierung vorhandene Pellet, welches zum gréfiten Teil aus NH4HCO3 besteht,
wurde in einem Milliliter HyO aufgenommen, gut vermischt und nochmals lyophilisiert.
Dieser Vorgang wurde solange wiederholt bis kein Pellet mehr sichtbar war. Im Regelfall
war dies dreimal. Damit war sichergestellt, daff sich kein NH4HCO3 mehr in der Probe
befand. Im nichten Schritt wurden die Peptide mit 150 pl Perameisensiure oxidiert. Die
Oxidation dient dazu Cysteine vollstindig in Cysteinsdure zu iiberfiihren. Dies verhindert,
da8 die SH Gruppen der Cysteine in verschiedenen Oxidationsstufen vorliegen, was ein
unterschiedliches Laufverhalten der Peptide zur Folge haben kdnnte, ohne daf3
Modifikationen dafiir verantwortlich sind. Die Perameisenséure wurde zuvor aus 9 Teilen
Ameisensdure und 1 Teil Wasserstoffperoxid hergestellt. Die Perameisensiure entsteht
durch eine einstiindige Inkubation der beiden Chemikalien bei Raumtemperatur. Vor der
Zugabe zu den Peptiden wurde die Sdure eisgekiihlt. Die Oxidation der Peptide erfolgte
eine Stunde lang auf Eis. Danach wurde ein Milliliter eisgekiihltes HoO zugegeben, kurz
gemischt und lyophilisiert. Im Anschlufl daran wurde die Probe in 300 pl
Elektrophoresepuffer A (6% Ameisensiure; 1.25% Essigsdure; 0.25% Pyridin; 92.5%
H,0O pH 1.9) aufgenommen und 10 min bei 10000xg abzentrifugiert um unlosliche

Verunreinigungen zu pelletieren. Der Uberstand wurde lyophilisiert.

Die mit 32P markierten Proben wurden wihrend der Probenaufbereitung direkt im
Szintillationszihler gemessen. Bei 35S Methionin markierten Proben wurden 10 pl der,
in 300 pl Elektrophoresepuffer A geldsten, Probe mit 5 ml Szintillationsfliissigkeit
versetzt und im Szintillationszihler gemessen. Der Ablauf der Aufbereitung konnte so
verfolgt werden und es konnte eine genau definierte Menge an radioaktiv markierter Probe

in die 2-dimensionale Auftrennung eingesetzt werden.

Auftrennung der Peptide

Die Probe wurde in 4-10 pul Elektrophoresepuffer A aufgenommen und 2 min bei
10000xg abzentrifugiert. 3.5 pl (800 cpm, falls méglich) wurden auf eine, mit Zellulose
beschichtete, Diinnschicht-Chromatographieplatte (DC Platte) in 0.5 pl Schritten
aufgetagen. Der Auftragungspunkt befand sich 2 cm vom unteren Rand entfernt in der
Mitte der Platte. 2 cm vom oberen Rand in die Mitte der DC Platte wurden 2 pl einer
Farblosung (1 mg/ml Xylencyanol; 5 mg/ml N-Dinitrophenyllysin) aufgetragen, mit deren
Hilfe man den Verlauf der Elektrophorese verfolgen konnte. AnschlieBend wurden die
DC Platten mit puffergetrinktem Whatmann 3MM Filterpapier befeuchtet. Dabei war die
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Auftragungsstelle der Probe und des Farbmarkers durch ein Loch ausgespart, so dafl der
Puffer von auBen in den Auftragungspunkt diffundiert und die Probe zusitzlich zentriert.
Die Elektrophorese wurde in einer Elektrophoreseapparatur der Firma Camay
durchgefiihrt. Zusammenbau und Handhabung erfolgten gemif der Herstelleranleitung.
Die Laufzeit betrug 25 min bei einer konstanten Spannung von 1000 V. Danach wurde die
DC-Platte aus der Apparatur herausgehoben, waagerecht hingelegt und trocknen gelassen.

Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte durch Chromatographie. Nach dem
Trocknen wurden je 3-4 DC-Platten in eine Chromatographiekammer gestellt, in der sich
150 ml Puffer ( 37.5 % Butanol, 25 % Pyridin, 7.5 % Essigsiure, 30 % H0) befanden.
Nach 4.5 Stunden wurden die DC-Platten herausgenommen, waagerecht hingelegt,

trocknen gelassen und anschlieBend autoradiographiert.

Die beschriebenen Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, aus den
Handbiichern von Ausubel et al. (1989) und Maniatis et al. (1982) abgeleitet.
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ERGEBNISSE

Die Behandlung von Sdugerzellen mit dem Tumorpromotor TPA fiihrt zur schnellen
Induktion des Kollagenase-Gens. Diese Induktion wird durch das TRE ("TPA responsive
element”) im Kollagenase-Promotor und den daran bindenden Transkriptionsfaktor AP-1
vermittelt. Schon 30 Minuten nach TPA-Induktion wurde in Zellen eine Erhéhung der
Kollagenase mRNA Menge (Angel et al., 1987a; Stein, 1990) und eine erhdhte, durch
Cycloheximid nicht hemmbare, Bindeaktivitiit an die TRE Sequenz nachgewiesen (Angel
et al., 1987b; Chui et al., 1987; Stein et al., 1989). AuBerdem fiihrt die Blockierung der
Proteinneusynthese nicht zu einer vollstindigen Hemmung der Transkription des
Kollagenase-Gens (Angel et al,, 1987b; Kramer et al., 1990; Jonat et al., 1991) und zu
einer ungehemmten Induktion eines multimeren TRE Enhancer Konstruktes (Stein et al.,
1989; H.P. Auer, persinliche Mitteilung).

Diese Befunde zeigen, dafl innerhalb von wenigen Minuten nach Behandlung der Zellen
mit TPA eine erhthte AP-1 Aktivitit zur Induktion des Kollagenase Gens vorliegen muf.
Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 muf} iiber die Modifikation der
Einzelkomponenten von AP-1, c-Fos und c-Jun, erfolgen, da eine Neusynthese von
Faktoren aufgrund der schnellen Induktion und der Unempfindlichkeit gegeniiber

Proteinsynthesehemmern nicht moglich ist.

1. Erfassung der Modifikationen

Zur Erfassung der aktivierenden Modifikationen an den Transkritpionsfaktoren c-Fos und
c-Jun nach TPA-Behandlung von Zellen wurde das konstitutiv in den Zellen exprimierte
Protein metabolisch markiert. Die Zellen wurden danach fiir kurze Zeit mit TPA inkubiert,
anschliefend lysiert und c-Fos und c-Jun mittels Immunprizipitation aus den Zellysaten
herauspriizipitiert. Die prizipitierten Proteine wurden in einer SDS-AA-Gelelektrophorese
aufgetrennt, Modifikationen an Proteinen kdnnen zu einem veriinderten Laufverhalten im
SDS-AA-Gel fiihren.

Aufgrund der Versuchsanordnung kann die Modifikationsinderung an c-Fos und c-Jun
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direkt mit der erh6hten Transaktivierungsfihigkeit (d.h. der erhthten Fihigkeit, die
Transkription des Kollagenase-Gens zu induzieren) von c-Fos und c-Jun nach TPA-
Behandlung von Zellen korreliert werden. Die auf diese Art erfaiten Modifikationen von
c-Fos und c-Jun stellen die Endpunkte der durch TPA induzierten Signalkette in der Zelle
dar und tragen zum weiteren Verstindnis des Signaltransfers bei,

1.1. C-Fos und c-Jun werden nach Behandlung von Zellen mit TPA
posttranslational modifiziert

Zur Markierung der konstitutiv exprimierten c-Fos und c-Jun Proteine wurden HeLa
Zellen drei Stunden mit 35S methioninhaltigem Medium inkubiert und anschlieBend fiir 15
Minuten mit TPA induziert. C-Fos und c-Jun wurden, nach Priparation eines RIPA-
Extraktes, mit spezifischen Antikrpern aus den Zellysaten herausprédzipitiert. Die

immunprizipitierten Proteine wurden in einem SDS-A A-Gel aufgetrennt.

Abbildung 1 zeigt die Autoradiogramme der SDS-AA-Gele. In Abb. la sind die mit Fos
Antikorpern prizipitierten Proteine zu sehen. Die zweite Spur zeigt das Ergebnis einer
Kontrollprizipitation mit Preimmun-Serum (PIS). C-Fos aus unbehandelten Zellen (dritte
Spur: Ko) lduft im Bereich von 55 kD. Bei den unterhalb des 46 kD
Molekulargewichtsstandards laufenden spezifischen Banden handelte es sich um Proteine,
die in der Zelle mit c-Fos komplexiert sind und bei der Immunprizipitation koprézipitiert
werden. Sie werden als Fos assoziierte Proteine (FAP) bezeichnet (Miiller et al., 1987;
Franza et al., 1988; Kovary und Bravo, 1991). Dazu gehoren beispielsweise c-Jun , Jun
B und FraI. Im Folgenden werden die Fos assoziierten Proteine nicht niiher untersucht.

C-Fos aus Zellen, die 15 Minuten mit TPA behandelt wurden (Abb. la: TPA 15min),
zeigt ein stark veriindertes Laufverhalten gegeniiber dem c-Fos Protein aus unbehandelten
Zellen. Die in den Kontrollzellen vorhandene Fos Spezies wurde vollstdndig in eine
scheinbar 8 kD schwerere Form iiberfiihrt. Dagegen hat sich das Laufverhalten der FAP
kaum verindert. Daf es sich bei dem Protein tatséichlich um eine modifizierte Form des c-
Fos Protein aus Kontrollzellen handelt, ergibt sich aus der Spezifitit des Antikdrpers und
aus den Versuchsbedingungen, die keine Neusynthese von Proteinen erméglichen.
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Abb. 1: TPA und UV -Behandlung fiihren zu einer schnellen, aber unterschiedlichen posttranslationalen
Modifikation von c-Fos und c-Jun. 3.5x105 Hela tk- Zellen wurden fiir drei Stunden mit 4.625 MBq. 358
Methionin pro ml methioninfreiem Medium inkubiert und anschlieBend mit TPA (80 ng/ml Medium)
behandelt oder mit UV bestrahlt (30 J/m?2), Nach den angegebenen Zeiten wurden die Zellen geerntet und
RIPA Extrakte prépariert. Die Proteine wurden mit den spezifischen Antikdrpern (anti c-Fos X4B (Abb.:
1a) und anti c-Jun 891 (Abb.: 1b)) aus den Extrakten immunprizipitiert. Zur Kontrolle wurden zuvor aus
den gleichen Extrakten Immunpriizipitationen mit einem Preimmun-Serum (PIS) durchgefiihrt. Die
immunprizipitierten Proteine wurden anschlieBend auf einem 10 %igen SDS-AA-Gel aufgetrennt, die Gele
danach mit PPO aktiviert, getrocknet und autoradiographiert. Die Pfeile zeigen die unterschiedlich
modfizierten c-Fos und c-Jun Proteine. Ko; Kontrolle; Ma: Molekulargewichtsmarker; kD: kilo-Dalton,
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Auch c-Jun wird nach TPA-Behandlung von Zellen posttransiational modifiziert.
Abbildung 1b zeigt die mit einem Antikorper gegen c-Jun immunprizipitierten Proteine.
Das c-Jun Protein ist im Bereich von 43 kD zu sehen. Die zweite Spur zeigt wiederum das
Ergebnis einer Kontrollprizipitation mit Preimmun-Serum (PIS). C-Jun aus Zellen, die
fir 15 Minuten mit TPA behandelt worden waren, zeigt ein langsameres Laufverhalten
im SDS-AA-Gel als c-Jun aus unbehandelten Zellen (Abb. 1b: TPA und Ko: 15min). In
Abbildung 5a ist dies noch deutlicher zu sehen (35S anti Jun: Ko und T).

Die Versuche haben gezeigt, da8 c-Fos und c-Jun, nach TPA-Behandlung von Zellen,
posttranslational modifiziert werden. Die Modifikationen an beiden Proteinen sind dabei
offensichtlich unterschiedlich. Inwieweit diese Modifikationen tatsdchlich fiir die
Aktivierung der Transaktivierungsfihigkeit von c-Fos und c-Jun verantwortlich sind,

muf} im weiteren geklirt werden,

1.2. Die Modifikationen erfolgen innerhalb von nur § Minuten und sind
mindestens 45 Minuten stabil

Modifikationen von Transkriptionsfaktoren miissen sich nicht zwangslidufig auf ihre
transaktivierenden oder reprimierenden Fihigkeiten auswirken. Die Anlagerung von
Ubiquitin kann beispielsweise zum schnellen Abbau von Proteinen fithren (Finley und
Vashavsky, 1985). Auch der Abbau von c-Fos und c-Jun soll iiber Ubiquitinylierung
verlaufen (Ciechanover et al., 1991; Rechsteiner, 1991).

Zur Erfassung der Halbwertszeiten von c-Fos und c-Jun nach Induktion, sowie der
Stabilitit der Modifikationen, wurden Kinetiken gemacht. Dazu wurden die Zellen zu
verschiedenen Zeiten nach Behandlung mit TPA geemtet und aus dem Zellysat c-Fos und
c-Jun herausprizipitiert. Die Modifikation am c-Fos veriindert sich nach 15 Minuten nicht
mehr (Abb, 1a: TPA 15 min). C-Fos aus Zellen, die 5 Minuten mit TPA behandelt
worden sind, zeigt einen Intermedidrzustand zwischen Kontrolle und vollstindiger
Modifikation. Dies bedeutet, dal mehrere Modifikationen nacheinander am c-Fos Protein
ablaufen. Auch c-Jun ist 15 Minuten nach TPA Zugabe wahrscheinlich schon vollstindig
modifiziert, wobei es allerdings schwierig ist, die Laufunterschiede genau zu erfassen
(Abb. 1b: TPA).

C-Fos und c-Jun aus Zellen, die fiir lingere Zeit mit TPA inkubiert wurden, zeigen, dal3




sowohl die Proteine als auch die Modifikationen stabil sind (Abb. 1a und b, TPA: 30 und
45 min). Auch 45 Minuten nach TPA-Induktion hat noch keine Veridnderung der
Modifikationen am c-Fos und c-Jun stattgefunden.

Moglicherweise verdeckt gleichzeitige Neusynthese von Proteinen einen schnellen Abbau.
Um diese Miglichkeit auszuschlieBen und um die Verdnderung des modifizierten Proteins
auch nach lidngeren Zeiten zu erfassen, wurden die Zellen unmittelbar vor der TPA-
Induktion mit einem Uberschuf an nicht radioaktiv-markiertem Methionin versetzt, so
daf} das neusynthetisierte Protein nicht mehr metabolisch markiert wurde. Es zeigte sich,
dal} das modifizierte c-Fos Protein mindestens 45 Minuten stabil ist (Abb. 2). C-Fos aus
Kontrollzellen verdndert sich auch nach zwei Stunden nicht. Wihrend die Modifikation
von c-Fos nach 120 Minuten zum groBten Teil revidiert ist, hat sich die Halbwertszeit des
Proteins durch die Modifikation nicht verindert (Abb. 3: 120, T).

Induktion (min) 15 45 120

Ma 11 IE |
(kD) Iko Tllko T!lKo T!

Abb. 2: Die TPA-induzierten Modifikationen am c-Fos Protein sind mindestens 45 Minuten stabil.
3.5x105 Hela tk- Zellen wurden fiir drei Stunden mit 4.625 MBgq. 35S Methionin pro ml methioninfreiem
Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem 2000 fachen UberschuB an nicht radioaktiv-
markiertem Methionin versetzt und unmittelbar danach mit TPA (80 ng/ml Medium) induziert oder ohne
Induktor weiterinkubiert (Kontrolle), Nach den angegebenen Induktionszeiten wurden die Zellen geerntet
und RIPA Extrakte pripariert. Die c-Fos Proteine wurden mit den spezifischen Antikorpern, anti c-Fos
X4B, aus den Extrakten immunprizipitiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie in Abb. 2 beschrieben.
Die verschiedenen c-Fos Spezies sind mit Pfeilen markiert, Ko: Kontrolle; T: TPA; Ma:
Molekulargewichtsmarker; kD: kilo-Dalton,

Das gleiche Ergebnis erhiilt man, wenn man Zellen nicht mit einem UberschuB an nicht
radioaktiv-markiertem Methionin behandelt. Die Zellen sind nach der Vormarkierung,
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aufgrund des Mangels an 35S Methionin, nicht mehr in der Lage, neue Proteine zu
synthetisieren. Daher 146t sich auch in diesem Fall die Verinderung der Modifikationen

des konstitutiv exprimierten Proteins iiber einen lingeren Zeitraum beobachten. Die in

anti Fos anti Jun
TPA
Induktion (min)!20 90 90%lbo 90 90+

—
-
-
)
bl

ol

92.5

. 69

B,
c-Fos —&
e

Abb. 3: Die Modifikationen von c¢-Fos und c-Jun nach TPA-Induktion werden nach 90 Minuten
revidiert. 3.5x105 Hela tk- Zellen wurden fiir drei Stunden mit 4.625 MBq. 35S Methionin pro ml
methioninfreiem Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit TPA (80 ng/ml Medium)
induziert und nach den angegebenen Zeitpunkten geerntet. In einem Versuchsansatz (90*) wurde den
Zellen, gleichzeitig zur TPA-Induktion nochmals 4.625 MBq. 35S Methionin zugegeben, um das
neusynthetisierte Protein zu markieren. Die Proteine wurden mit den spezifischen AntikOrpern, anti c-Fos
X4B und anti c-Jun 891, aus den RIPA-Extrakten immunprizipitiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte
wie in Abb. 2 beschrieben. Die verschiedenen c-Fos Spezies sowie c-Jun sind wiederum mit Pfeilen
markiert. Ma; Molekulargewichtsmarker; kD: kilo-Dalton,

Abbildung 3 gezeigten Proteine stammen aus Zellen, die nach drei Stunden
Vormarkierung und anschlieBender TPA-Behandlung nach 20 oder 90 Minuten geerntet
wurden (Abb. 3: anti Fos und anti Jun: 20 und 90 min). Im Falle von 90* wurde den
Zellen zum Zeitpunkt der TPA Zugabe nochmals 35S Methionin zugesetzt, um das nach
Induktion durch TPA neusynthetisierte Protein zu markieren. Sowohl das modifizierte c-
Fos als auch das modifizierte c-Jun wird 90 Minuten nach TPA-Induktion nicht
abgebaut, sondern in eine Modifikationszustand tiberfiihrt, der dem des neusynthetisierten
Proteins gleicht (Abb. 3: vergleiche 90 und 90%), Wahrscheinlich werden die Proteine zu
diesem Zeitpunkt durch die gleichen Enzyme modifiziert, wihrend die Enzyme, die fiir




die schnelle Modifikation nach TPA Inkubation verantwortlich waren, nicht mehr aktiv

sind.

Die Versuche haben gezeigt, dal die Modifikationen an c-Fos und c-Jun 15 Minuten nach
TPA-Induktion abgeschlossen sind und daB die modifizierten Proteine mindestens 45
Minuten lang stabil in den Zellen vorliegen. Danach werden die durch TPA-Behandlung
induzierten Modifikationen, aber nicht die Proteine, wieder abgebaut.

1.3. Unvolistindige Modifikation von c-Fos in F9 Zellen
Einen weiteren Hinweis, daB die Modifikation von ¢-Fos nach TPA-Behandlung von

Zellen mit Transaktivierungsvorgingen in Verbindung steht, geben Experimente mit FO
Teratokarzinoma-Zellen. Unbehandelte F9 Zellen besitzen keine nachweisbaren Mengen

anti Fos Ma anti Jun
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Abb. 4: TPA induzierte c-Fos und c-Jun Modifikationen in F9 Zellen. 1x106 F9 Zellen wurden mit 5
ug RSV c-Fos und 5 pg RSV c-Jun Expressionsplasmid transfiziert und nach 24 Stunden Inkubation mit
0.5% FCS fiir drei Stunden mit 4,625 MBgq. 35S Methionin pro ml methioninfreiem Medium inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit TPA (80 ng/ ml Medium) behandelt oder mit UV bestrahlt (303/m?)
bzw. zur Kontrolle nicht induziert und nach 20 Minuten geerntet. Die Proteine wurden mit den
spezifischen Antikorpern, anti c-Fos X4B und anti c-Jun 891, aus den RIPA-Extrakten immunprizipitiert,
Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie in Abb. 2 beschrieben. Die c-Fos und c-Jun Proteine sind mit
Pfeilen markiert. Ma: Molekulargewichtsmarker (die GroBen entsprechen denen der vorangegangenen
Abbildungen: 92.5; 69; 46; 30 kD).
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an c-Fos und c-Jun Protein oder c-fos und c-jun mRNA ( Riither et al., 1985; Kryske et
al., 1987; Chiu et al., 1988; Schonthal et al., 1988a). TPA fiihrt zwar in F9 Zellen zur
Induktion von c-Fos, die Zellen zeigen jedoch auch in Anwesenheit von transient
exprimiertem c-Jun keine TPA-Induktion der Kollagenase (P. Angel, unveroffentlichte
Daten). Moglicherweise konnen die Zellen die Proteine nicht in der geeigneten Art und
Weise modifizieren.

Um dies zu untersuchen, wurden F9 Zellen mit c-Fos und c-Jun Expressionsvektoren
transfiziert, nach 24 Stunden fiir 3 Stunden mit 35S methioninhaltigem Medium versetzt
und 15 Minuten mit TPA induziert. Tatséichlich fiihrt die TPA-Behandlung von F9 Zellen
nicht zu der, aus HeLa Zellen bekannten, Verdnderung des Laufverhaltens von c-Fos,
sondern nur zu einem etwas verlangsamten Laufverhalten (Abb. 4: anti Fos: Ko und T).
Moglicherweise findet aufgrund dieser fehlenden Modifikation keine Induktion des
Kollagenase-Gens durch TPA statt. Es konnte somit auch in diesem Versuchsansatz
gezeigt werden, dafl die schnelle Modifikation von c-Fos nach TPA-Behandlung der
Zellen fiir die Transaktivierung des Kollagenase Gens wichtig ist. Fiir c-Jun kann in
diesem Zusammenhang keine eindeutige Aussage gemacht werden, da die
Modifikationséinderungen in der 1-dimensionalen Auftrennung nur schwach sichtbar sind.

1.4. C-Fos und c-Jun liegen sowohl in unbehandeiten Zellen als auch nach
Induktion als Phosphoproteine vor.

Verschiedene Arbeitsgruppen haben gezeigt, dal c-Fos und c-Jun phosphoryliert sind
(Curran et al., 1984; Barber und Verma, 1987; Miiller et al., 1987; Franza et al., 1988).
Da von vielen Transkriptionsfaktoren bekannt ist, daf sie tiber Phosphorylierung reguliert
werden (siche Einleitung), lag es nahe, auch fiir c-Fos und c-Jun einen solchen
Mechanismus zu postulieren. Zum Nachweis der Phosphorylierung am konstitutiv
exprimierten endogenen c-Fos und c-Jun wurden HeLa Zellen zunéchst fiir 1.5 Stunden
in phosphatfreiem Medium inkubiert. Dann wurde fiir 2.5 Stunden 32P-Orthophosphat
zugesetzt und anschlieend fiir 15 Minuten mit TPA induziert. Danach wurden die Zellen
geerntet und c-Fos und c-Jun aus den Zellysaten immunprizipitiert. Es zeigte sich, daf3
sowohl in den nicht induzierten Zellen als auch in TPA-behandelten Zellen c-Fos und c-
Jun phosphoryliert sind (Abb. 5a: anti Fos 32P und anti Jun 32P), C-Fos aus TPA-
behandelten Zellen zeigt die typische Verdnderung des Laufverhaltens im SDS-AA-Gel.
Die Modifikation von c-Fos fiihrt jedoch nicht zu einer verstirkten Phosphorylierung des
Proteins. Dies bedeutet, dal die Modifikation von ¢-Fos nach TPA-Behandlung der




Zellen nicht auf Phosphorylierung beruht oder, daBl gleichzeitig mit einer
Phosphorylierung auch eine Dephosphorylierung von c-Fos stattgefunden hat.

C-Jun dagegen wird nach TPA-Behandlung der Zellen verstirkt phosphoryliert (Abb. 5:

anti Jun 32P). Dies bedeutet, daB Phosphorylierungen an der schnellen Aktivierung von c-
Jun nach TPA-Behandlung beteiligt sind.
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Abb. §: Die c¢-Fos und c-Jun Proteine sind
sowohl in unbehandelten Zellen als in TPA-
behandelten Zellen phosphoryliert. 32P Ortho-
phosphat-Markierung der Proteine: 3.5x10° Hela tk-
Zellen wurden fiir 1.5 Stunden in phosphatfreiem
Medium inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 2.5
Stunden 18.5 MBq. 32P Orthophosphat pro ml
Medium zugesetzt. Danach wurden die Zellen fiir 20
min mit TPA (80 ng/ml Medium) induziert bzw. in
der Kontrolle ohne Induktion weiterinkubiert. Die
Herstellung des RIPA Extraktes und die weitere
Immunprizipitation erfolgte wie zuvor bei Abb, 2
beschrieben. Nach der Immunprizipitation von c-Fos
und c-Jun wurde noch eine zusétzliche Prizipitation
mit dem Glucocorticoid-Rezeptor-Antikdrper durch-
gefiihrt (Abb. 5b). Die weitere Aufarbeitung erfolgte
ebenfalls wie bei Abb. 2 beschrieben.

358 Markierung von Proteinen: 3.5x10° Hela tk- Zellen wurden fiir drei Stunden mit 4.625 MBgq. 35S
Methionin pro ml methioninfreiem Medium inkubiert und anschlieend mit TPA (80 ng/ml Medium)
behandelt (in der Kontrolle mit dem Losungsmittel fiir TPA: DMSO) oder UV (30 J/m?) bestrahlt ( zur
Kontrolle wurden die Zellen in gleicher Weise, bis auf die UV-Bestrahlung, wie die induzierten Zellen
behandelt). Nach 20 Minuten wurden die Zellen geerntet und wie bei Abb. 2 beschrieben, weiterbehandelt.
Die c-Fos und c-Jun Proteine und der GR sind mit Pfeilen markiert. Ma: Molekulargewichtsmarker (die
GroBen entsprechen denen der vorangegangenen Abbildungen: 92.5; 69; 46; 30 kD); Ko, K: Kontrolle;
32p; Markierung der Proteine mit 32P Orthophosphat; 35S: Markierung der Proteine mit 35S-Methionin.
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Damit ausgeschlossen werden kann, daf in der Zelle zum Zeitpunkt der Aktivierung von
c-Jun und c-Fos ein Mangel an verfiigbarem 32P-Orthophosphat vorliegt, wurde
nachtréglich auch der Glucocorticoid-Rezeptor aus den Zellysaten immunprézipitiert. Aus
fritheren Versuchen war bekannt, da der Glucocorticoid-Rezeptors durch TPA-
Behandlung der Zellen phosphoryliert wird (eigene unverdffentlichte Daten). In Abb. 5b
sieht man die deutlich vermehrte Phosphorylierung des Glucocorticoidrezeptor nach TPA-
Induktion. Das Ergebnis zeigt auch, dal in der Zelle geniigend verfiigbares Phosphat
vorliegt, um eine zusétzliche Phosphorylierung von c-Fos und c-Jun nach TPA-Induktion
zu gewihrleisten.

1.5. Dephosphorylierung fiihrt nicht zum vollstindigen Verlust der
Modifikationen am aktivierten c-Fos.

Um festzustellen, inwieweit Phosphorylierungen fiir die Modifikationsveridnderung von
c-Fos und c-Jun, nach Behandlung von Zellen mit TPA, verantwortlich sind, wurden die
Immunprizipitate mit alkalischer Phosphatase behandelt und anschlieBend auf einem
SDS-AA-Gel aufgetrennt. Alkalische Phosphatase hydrolysiert organische Phosphoester.
Falls die Modifikationen von c-Fos und c-Jun nach Induktion ausschlieBlich auf
Phosphorylierungen zuriickzufiihren sind, sollten die aktivierten Proteine nach
Behandlung mit alkalischer Phosphatase im gleichen Molekulargewichtsbereich im SDS-
AA-Gel laufen wie die Proteine aus den unbehandelten Zellen.

Sowohl c-Fos Protein aus Kontrollzellen als auch aus TPA-behandelten Zellen lduft nach
Dephosphorylierung in einem niedrigeren Molekulargewichtsbereich im SDS-AA-Gel
(ADbb. 6: anti Fos). Dies war zu erwarten, da das c-Fos Protein aus unbehandelten Zellen
ebenso wie das c-Fos aus induzierten Zellen phosphoryliert ist (siche Kaptel 1.4). Es
zeigte sich jedoch weiterhin ein Unterschied im Laufverhalten von c-Fos aus
Kontrollzellen und induzierten Zellen. Dies konnte verschiedene Ursachen haben: (1) Die
Modifikation des c-Fos Proteins nach TPA-Behandlung der Zellen und die damit
verbundene Verdnderung des Laufverhaltens ist nicht ausschlieflich auf eine
Phosphorylierung des Proteins zuriickzufiihren, vielmehr ist eine andere Modifikation,
wie beispielsweise Glykosylierung, involviert. (2) Die Hydrolyse durch die alkalische
Phosphatase ist nicht vollstindig. Mdoglicherweise fiihrt die Induktion zu einer
Konformationsidnderung des Proteins, welche bestimmte Phosphorylierungsstellen vor
einer Hydrolyse schiitzt.
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Abb. 6: Dephosphorylierung von c-Fos und c-Jun fiihrt nicht in jedem Fall zum vollstiindigen Verlust
der induzierten Modifikationen. 3.5x105 Hela tk- Zellen wurden fiir drei Stunden mit 4.625 MBq. 358
Methionin pro ml methioninfreiem Medium inkubiert und anschlieBend mit TPA (80 ng/ml Medium)
behandelt oder UV bestrahlt (30 J/m?2). Die c-Fos und c-Jun Proteine wurden mit den spezifischen
Antikorpern, anti c-Fos X4B und anti c-Jun 891, aus den RIPA Extrakten immunprizipitiert. Die
Immunprizipitate warden mit 20 U alkalischer Phosphatase fiir eine Stunde auf Eis, unter gelegentlichem
Aufschiitteln, inkubiert. Die Kontrollansitze wurden, mit Ausnahme der Zugabe von alk, Phosphatase,
gleich behandelt. Danach wurden die Priiziptate wie bei Abb. 2 beschrieben weiterbehandelt. Die
verschiedenen c-Fos sowie c-Jun Spezies sind mit Pfeilen markiert. Ma: Molekulargewichtsmarker; kD:
kilo-Dalton. Die Molekulargewichtsmarker im rechten Teil der Abbildung (69 und 46 kD) sind weniger
weit aufgetrennt,

Im Gegensatz zu c-Fos wird die TPA abhingige Modifikation des c-Jun durch die
Hydrolyse mit alkalischer Phosphatase vollstidndig revertiert (Abb. 6: anti Jun). Das
ebenfalls phosphorylierte c-Jun aus Kontrollzellen und das c-Jun aus TPA induzierten
Zellen zeigen nach der Hydrolyse das gleiche Laufverhalten im SDS-AA-Gel.

Aufgrund der gezeigten Versuche ist deutlich geworden, daB die Modifikationen am c-Fos
und am c-Jun nach TPA-Behandlung der Zellen unterschiedlich sind. Wihrend die
Modifikation von c-Jun wahrscheinlich vollstdndig auf Phosphorylierung beruht, erfihrt
c-Fos neben der Phosphorylierung noch eine andere Modifikation.
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1.6. Auch UV-Strahlung fiihrt zu einer schnellen Modifikation von c-Fos

und c¢-Jun

Genau wie TPA fiihrt auch UV-Bestrahlung von Zellen zu einer Proteinneusynthese
unabhiingigen Induktion des Kollagenasegens (Biischer et al., 1988; Krimer et al., 1990;
Stein et al., 1991). Die Induktion wird ebenfalls iiber das TRE und den
Transkriptionsfaktor AP-1 vermittelt (Stein et al., 1991). Die Signalkette ist jedoch bei
beiden Induktoren ganz verschieden. TPA dringt in die Zellmembran ein und aktiviert die
Protein Kinase C, wihrend der primire Ausloser der UV-Antwort in der Zelle die
Schidigung der DNA ist. Der weitere Verlauf der Signalketten ist noch weitgehend
unbekannt (siche Einleitung). Da aber sowohl TPA-Behandlung als auch UV-Bestrahlung
schlieBlich zu einer AP-1 abhidngigen Induktion des Kollagenase-Gen fithren, wire es
moglich, dal die beiden Signalketten vor AP-1 konvergieren und so zu den gleichen
Modifikationen an AP-1 fijhren.

Es zeigte sich jedoch, daf die UV-Bestrahlung von Zellen nur zu einer sehr geringen,
transienten Veriinderung des Laufverhalten von c-Fos im SDS-AA-Gel fiihrt (Abb. la:
UV und Abb. 5: anti Fos UV (35S)). C-Jun dagegen wird nach UV-Bestrahlung der
Zellen in zwei unterschiedliche Modifikationsformen iiberfiihrt (Abb. 1b: UV und Abb., 5:
anti Jun UV (35S)). Eine Form zeigt ein etwas langsameres Laufverhalten als das c-Jun
aus unbehandelten Zellen, dhnlich wie c-Jun nach Behandlung von Zellen mit TPA (Abb.
5: anti Jun (35S)). Die zweite Form liuft im SDS-AA-Gel ungefihr um 4 kD hiher (Abb.
Ib: UV, durch Pfeil angezeigt). Da Neusynthese von Proteinen aufgrund der kurzen
Induktionszeit ausgeschlossen ist und der Antiktrper 891 auBlerdem keine Kreuzreaktion
zu anderen Proteinen der Jun Familie aufweist, sollte es sich bei beiden Proteinen um c-
Jun handeln. Abbildung 1 zeigt auBerdem, da3 die Modifikationen 15 Minuten nach UV-
Bestrahlung der Zellen abgeschlossen sind und {iber 45 Minuten stabil bleiben (Abb. 1b:
uv)

Wie zuvor nach TPA-Behandlung von Zellen findet auch nach UV-Bestrahlung eine
offensichtlich unterschiedliche Modifikation von c-Fos und c-Jun statt. Zur niheren
Charakterisierung der Modifikationen an c-Fos und c-Jun nach UV-Bestrahlung von
Zellen wurden ebenfalls Dephosphorylierungs-Experimente gemacht. Die Durchfiihrung
der Experimente erfolgte wie unter 1.5. beschrieben. Die Zellen wurden 15 Minuten nach

UV-Bestrahlung geerntet,

C-Fos Protein aus UV-bestrahlten Zellen zeigt auch nach Dephosphorylierung keinen
Unterschied zu c-Fos aus unbehandelten Zellen (Abb. 6: anti Fos: Ko und UV). Dies




bedeutet, dal C-Fos auch unter diesen Versuchsbedingungen keine nachweisbare
Modifikation durch UV-Bestrahlung von Zellen erfihrt. Die beiden nach UV-Bestrahlung
von Zellen vorliegenden c-Jun Spezies verhalten sich unterschliedlich gegeniiber
Dephosphorylierung. Die “leichtere” Form wird durch die alkalische Phosphatase
dephosphoryliert und zeigt anschlieBend das gleiche Laufverhalten wie dephos-
phoryliertes c-Jun aus unbehandelten Zellen (Abb. 6: anti Jun, unterer Pfeil). Die durch
UV-Bestrahlung von Zellen induzierten Modifikationen der “schwereren” c-Jun Spezies
werden nur teilweise durch die Behandlung mit alkalischer Phosphatase revidiert. Zwar
zeigt das Protein eine etwas schnelleres Laufverhalten nach Behandlung mit alkalischer
Phosphatase, der groBle Unterschied im Laufverhalten zu c-Jun aus Kontrollzellen bleibt
jedoch erhalten (Abb. 6: anti Jun oberer Pfeil).

Es bieten sich wiederum die gleichen Erkldrungsmoglichkeiten wie bei der TPA-
induzierten Modifikation von c-Fos an. Moglicherweise besteht neben der
Phosphorylierung eine zusitzliche Modifikation, oder die Modifikation hat zu einer
Konformationsinderung gefiihrt, die die Abspaltung von Phosphaten durch die alkalische
Phosphatase behindert.

Zusammenfassend 1dBt sich sagen, daB UV-Bestrahlung von Zellen zu anderen
Modifikationen an den AP-1 Proteinen fiihrt wie TPA, Wiihrend c-Fos mglicherweise
tiberhaupt nicht modifiziert wird, wird c-Jun Protein in zwei unterschiedlich modifizierte
Formen iiberfiihrt. Nach TPA-Behandlung von Zellen sind dagegen die Modifikationen

am c-Fos offensichtlicher.
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2. Analyse der Modifikationen

Die Erfassung der Modifikationen von c-Fos und c-Jun nach Behandlung der Zellen mit
TPA oder UV-Strahlung hat gezeigt, daB die schnelle Antwort der Zelle auf die
veridnderten Umwelteinfliisse iiber Modifikationen an den Transkriptionsfaktoren c-Fos
und c-Jun lduft. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Lokalisation der
Modifikationen im Protein untersucht. Die Identifizierung der Modifikationsstellen
ermoglicht eine genaue Analyse der Funktion der einzelnen Modifikationen, erlaubt
Riickschliisse auf die beteiligten Enzyme und fiihrt zu einem besseren Verstindnis der
durch TPA-Behandlung und UV-Strahlung induzierten Signalketten.

Die im folgenden Teil beschriebene Analyse der Modifikationen erfolgte durch Peptid-
Kartierung (Scheidtman et al., 1982; Boyle et al., 1991b). Hierbei werden die Proteine
durch eine Protease in spezifische Peptide zerlegt. Diese konnen nach 2-dimensionaler
Auftrennung auf DC-Platten analysiert werden. Zur Erfassung der Unterschiede im
Phosphorylierungszustand zwischen den Proteinen aus unterschiedlich behandelten Zellen
wurden die Proteine mit 32P-Orthophosphat markiert. Um die schnellen Modifikationen
zu erfassen, wurde wiederum das konstitutiv exprimierte Protein markiert. Hierzu wurden
die Zellen nach 1.5 Stunden in phosphatfreiem Medium 2.5 Stunden mit 32P-
Orthophosphat vorinkubiert und anschlieBend fiir 15 Minuten induziert. C-Fos und c-Jun
wurden mit den spezifischen Antikorpern aus den Zellysaten immunprizipitiert, auf einem
SDS-AA-Gel aufgetrennt und anschlieend auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen.
Die Proteine konnten im Autoradiogramm identifiziert werden. Die Proteinbanden wurden
aus der Nitrozellulose ausgeschnitten, verdaut, lyophilisiert, oxidiert, nochmals
lyophilisiert, schlieSlich auf DC-Platten aufgetragen und mittels Elektrophorese und
Chromatographie aufgetrennt. Die DC-Platten wurden anschlieBend autoradiographiert.
Die Analyse des Autoradiogramms gab Auskunft dariiber, ob und wie stark bestimmte
Peptide phosphoryliert waren,

2.1. Tryptische Peptide von endogenem c-Jun Protein

Der Verdau von c-Jun erfolgte mit Trypsin. Trypsin spaltet Proteine in spezifische
Peptide, wobei es hinter den Aminosduren Lysin oder Arginin schneidet. Die
Auftrennung der Peptide in der Elektrophorese erfolgte bei pH 1.9. Bei diesem pH-Wert
tragen die meisten Peptide eine positive Ladung und laufen in der Elektrophorese zur
Kathode. Die Chromatographie trennt die Peptide anschlieBend nach Hydrophobizitit auf.




Ein Problem bei der Untersuchung von konstitutiven, endogenen Proteinen war, dafl in
diesen Fillen nur sehr wenig markiertes Protein fiir die aufwendige Analyse zur

Verfiigung stand.

In den Versuchen zu Abbildung 7, 8, und 9 wurden HeLa Zellen gemiB dem zuvor
beschriebenen Schema mit 32P Orthophosphat vormarkiert, anschliefend mit TPA
behandelt oder mit UV bestrahlt und nach 15 Minuten geerntet. Die Kontrollzellen blieben
unbehandelt. Die weitere Aufarbeitung der Proteine erfolgte wie zuvor beschrieben. Im
oberen Teil der Abbildung 7 ist das Autoradiogram der Nitrozellulose-Membran zu sehen,
C-Jun ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Ebenso sind die beiden unterschiedlich
modifizierten c-Jun Proteine aus UV-bestrahlten Zellen mit 1 und 2 markiert. Die
einzelnen Proteine wurden aus der Nitrozellulose ausgeschnitten und verdaut. Im unteren
Teil von Abbildung 7 sind die Autoradiogramme der DC-Platten mit den
Phosphorylierungs-Mustern der Proteine zu sehen,

2.1.1. Analyse der Peptidmuster von c-Jun aus unbehandelten und TPA-
behandelten Zellen

C-Jun aus unbehandelten Zellen zeigt vier verschiedene radioaktiv markierte Peptide a, b,
¢, x (Abb. 7: Kontrolle). Die Bezeichnung ist aus dem Schema in Abb. 8 zu entnehmen.
Das Peptidmuster von c-Jun aus Zellen, die mit TPA induziert wurden, unterscheidet sich

in zwei Einzelheiten von dem Muster des c-Jun’s aus Kontrollzellen (Abb.7):

(1) Das Peptid a ist im Peptidmuster des c-Jun Protein aus TPA-behandelten Zellen nicht
mehr sichtbar. Dies bedeutet, da eine Dephosphorylierung am Peptid a stattgefunden hat,
welche moglicherweise die Markierung eines Peptids vollstindig beseitigt hat. Falls das
Peptid a jedoch an mehreren Stellen phosphoryliert ist, kdnnte sowohl eine
Dephosphorylierung, wie auch eine Phosphorylierung zu einem verinderten
Laufverhalten in der 2-dimensionalen Auftrennung fiihren. Jede zusiitzliche
Phosphorylierung verindert einerseits die Ladung, d.h. das Peptid wird saurer und lduft
langsamer zur Kathode, andererseits wird das Peptid hydrophiler und lduft langsamer in
der Chromatographie. Dies fiihrt zu einer diagonalen Anordnung der unterschiedlich stark
phosphorylierten Peptide. Diese werden als “Phospho-Isomere” bezeichnet. In Abb. 7 ist
eine solche Anordnung fiir die Peptide a, b und ¢ zu sehen. Wahrscheinlich handelt es
sich bei a, b und ¢ um "Phospho-Isomere’, Folglich wiirde die TPA-Induktion zur
Dephosphorylierung einer Phosphorylierungsstelle im Peptid fiihren. In dem Peptid-
muster sind daher nur noch ein- und zweifach phosphorylierte Spezies sichtbar,
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Abb. 7: Die Peptid-Analyse des endogenen c-Jun Proteins aus unbehandelten, mit TPA behandelten und
UV-bestrahlten Zellen zeigt ein unterschiedliches Phosphorylierungs-Muster. Pro Punkt wurden zwei
Petrischalen mit je 9x105 Hela tk- Zellen angesetzt. Nach Inkubation der Zellen (24 h mit 8% FCS,
danach 24 h mit 0.5% FCS) wurden diese 1.5 Stunden mit phosphatfreiem Medium inkubiert und
anschlieBend fiir 2.5 Stunden mit 32P Orthophosphat (18.5 MBq pro ml Medium) versetzt. Danach
wurden die Zellen mit TPA (80 ng/ml Medium) behandelt oder UV bestrahlt (30J/m2) oder nicht induziert
(Kontrolle). Nach 20 min wurden die Zellen geerntet. Die Proteine wurden mit den spezifischen
Antikorpern, anti c-Fos X4B und anti c-Jun 891, aus den RIPA-Extrakten immunprizipitiert. Die weitere
Aufarbeitung bis zum SDS-AA-Gel erfolgte wie in Abb, 2 beschrieben. Die aufgetrennten Proteine
wurden auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen. Diese wurde anschlieBend autoradiographiert, Die mit
Hilfe des Autoradiogramms identifizierten spezifischen Proteine wurden herausgeschnitten und an der
Nitrozellulosemembran mit 2 x 5 ug Trypsin in 50 mM NH4HCO3 verdaut. Die daraus resultierenden
Peptide wurden aufgearbeitet und schlieBlich in 4 pl Elektrophorese-Puffer pH 1.9 aufgenommen. 3.5 pl
wurden anschlieBend auf eine Zellulose-beschichtete Diinnschicht-Chromatographie-Platte (DC-Platte)
aufgetragen (=200 cpm pro Punkt). Die Auftrennung der Peptide in der Elektrophorese erfolgte bei 1000V
fiir 25 min. Die Platten wurden anschlieBend luftgetrocknet und danach fiir 4.5 h chromatographiert. Die
Expositionsdauer der DC-Platten betrug 14 Tage. Im oberen Teil der Abbildung ist das Autoradiogramm
der Nitrozellulosemembran zu sehen. Die Pfeile 1 und 2 zeigen die Banden, die herausgeschnitten und
verdaut wurden., Das endogene c-Jun aus Kontrollzellen ist ebenfalls mit einem Pfeil angezeigt. Im unteren
Teil sind die Peptidmuster der herausgeschnittenen Protein-Banden zu sehen.




(2) Das Peptid x wird in TPA-behandelten Zellen verstirkt phosphoryliert. Da Peptid x
schon in den unbehandelten Zellen phosphoryliert ist, hitte eine zusitzliche
Phosphorylierung an einer anderen Stelle im Peptid eine Verdnderung des Laufverhaltens
zur Folge. Mischexperimente, in denen tryptisch verdautes c-Jun aus Kontrollzellen und
TPA-behandelten Zellen gemischt und auf der gleichen DC Platte aufgetrennt wurde,
zeigten jedoch, daf das Peptid x in beiden Fillen die gleichen Laufeigenschaften besitzt
(Daten fiir TPA nicht gezeigt, in Abb. 11b links unten: Kontrolle + UV3 zu sehen).
Daraus folgt, daff das Peptid x in TPA-behandelten Zellen verstéirkt phosphoryliert ist.
Man konnte sich vorstellen, dafl in den unbehandelten Zellen eine heterogene Mischung
von unterschiedlich phosphoryliertem c-Jun vorliegt. Darunter sind auch, zu einem
geringen Anteil, c-Jun Proteine am Peptid x phosphoryliert. Die Behandlung der Zellen
mit TPA fiihrt, tiber die Aktivierung spezifischer Kinasen, dazu, daf§ der Grofiteil des c-
Jun Proteins am Peptid x phosphoryliert wird. Dies zeigt sich im Peptidmuster in einer
verstirkten Phosphorylierung von x, ohne dafl dadurch das Laufverhalten des Peptides
beeinfluft wird. C-Jun aus unbehandelten Zellen, das am Peptid x phosphoryliert ist, ist
mdoglicherweise fiir die basale AP-1 Aktivitit in den Zellen verantwortlich (Angel et al.,
1987a; Stein et al., 1989).

2.1.2. Analyse der Peptidmuster von c-Jun aus UV-bestrahlten Zellen

Die im oberen Teil von Abb. 7 mit 1 und 2 bezeichneten c-Jun Spezies, aus UV-
bestrahlten Zellen zeigen ein unterschiedliches Phosphorylierungsmuster. Das
Phosphorylierungsmuster des unteren c-Jun Proteins (UV 1) entspricht dem Muster von
c-Jun aus TPA-behandelten Zellen, d.h.: Dephosphorylierung von a und
Phosphorylierung von x im Gegensatz zu c-Jun aus unbehandelten Zellen. Das obere c-
Jun Protein zeigt dagegen ein verindertes Phosphorylierungsmuster. Neben der in diesem
Protein ebenfalls sichtbaren Dephosphorylierung von a und Phosphorylierung von x, hat
das Protein noch zwei zusitzliche phosphorylierte Peptide (als # und v bezeichnet, siehe
Schema Abb.8). Das phosphorylierte Peptid u ist teilweise auch in c-Jun aus TPA-
behandelten Zellen und in “unteren” c-Jun Spezies aus UV-bestrahlten Zellen (Abb.8:
TPA 1 und UV 1; Abb.9: UV 1 und UV 2) vorhanden. Das phosphorylierte Peptid v
dagegen findet man nur im c-Jun aus UV-bestrahlten Zellen, in der im hoheren
Molekulargewichtsbereich laufenden Spezies (Abb.8: UV 3+4; Abb.9: UV 3; UV 4). Die
Proteine aus den unbehandelten und TPA-behandelten Zellen, die im #hnlichen
Molekulargewichtbereich laufen, haben ein véllig anderes Phosphorylierungsmuster
(Abb.8: TPA 4; Abb.9: Kontolle 4, TPA 4). In manchen Fillen war eine genaue
Trennung dieser Proteine und der, nach UV-Induktion der Zellen im hoheren Molekular-
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Abb. 8: Peptid-Analyse beweist die Spezifitit der zusitzlichen c-Jun Spezies in UV-bestrahlten Zellen.
Versuchsanordnung und Versuchsdurchfiihrung entspricht der von Abb.8. Zusitzlich wurde das
koprizipitierte Protein aus den TPA-behandelten Zellen verdaut und verschiedene Jun Spezies aus UV-
bestrahlten Zellen. Im oberen Drittel der Abbildung ist das Autoradiogramm der Nitrozellulosemembran zu
sehen, Die Pfeile 1, 2 und 3+4 bezeichnen die Banden, die herausgeschnitten und verdaut wurden, Der Pfeil
c-Jun zeigt auf das endogene c-Jun aus Kontrollzellen. Im unteren Teil sind die Peptidmuster der einzelnen
herausgeschnittenen Proteine zu sehen, Durchschnittlich wurden ~250 cpm auf die DC-Platte aufgebracht.
Im Falle von TPA 4 und UV 2 waren es nur ~100. Die DC Platten wurden 14 Tage autoradiographiert.
TPA 4 und UV 2 drei Wochen. AuBerdem ist ein Schema des Peptidmusters des Fos Proteins zu sehen,
wobei die einzelnen Peptide benannt sind,
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Abb. 9: Peptid-Analyse der verschiedenen c-Jun Spezies aus unbehandelten, TPA-behandelten und UV-
bestrahlten Zellen. Versuchsdurchfiihrung entspricht der von Abb.8. Es wurden lediglich noch zusitzliche
Proteine verdaut, Im oberen Teil der Abbildung ist das Autoradiogramm der Nitrozellulosemembran zu
sehen. Die Pfeile 1, 2, 3 und 4 bezeichnen die Banden, die herausgeschnitten und verdaut wurden. Der
Pfeil c-Jun zeigt auf das endogene c-Jun aus Kontrollzellen. Im unteren Teil sind die Peptidmuster der
herausgeschnittenen Proteine zu sehen. Durchschnittlich wurden ~250 cpm auf die DC-Platte aufgebracht.
Die DC-Platten wurden 14 Tage autoradiographiert, Die Proben Kontrolle 4, TPA 4 enthielten nur ~100
cpm. Diese DC Platten wurden 4 Wochen autoradiographiert.
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gewichtsbereich auftretenden, c-Jun Species nicht méglich. Die Peptidmuster zeigen in
diesen Fillen eine Mischung aus beiden Proteinen (Abb. 8: UV 3+4; Abb. 9: UV 4).

Zusammenfassend 148t sich sagen, dafl sowohl die Behandlung von Zellen mit TPA, als
auch die UV-Bestrahlung zu einem veridnderten Phosphorylierungsmuster des c-Jun
Proteins, im Vergleich zu c-Jun aus unbehandelten Zellen, fithrt. TPA bewirkt eine
Dephosphorylierung am Peptid a und eine Phosphorylierung am Peptid x. UV-
Bestrahlung von Zellen fithrt zu zwei c-Jun Spezies (das zusitzliche c-Jun Protein in
Abbildung 8 und 9 (UV2) stellt wahrscheinlich ein Intermedidrprodukt dar). Die Spezies,
die im gleichen Molekulargewichtsbereich wie c-Jun aus TPA-behandelten Zellen 14uft,
zeigt auch das gleiche Phosphorylierungsmuster, widhrend die im hoheren
Molekulargewichtsbereich laufende Spezies zwei zusitzliche Phosphorylierungen triigt.

2.2. Kartierung der Phosphorylierungsstellen im c¢-Jun mittels c-Jun-
Deletionsmutanten.

Die Kartierung der Phosphorylierungsstellen im c-Jun Protein erfolgte durch die Analyse
von Deletionsmutanten des c-Jun und v-Jun Proteins. Die verschiedenen Mutanten
wurden von P. Angel zur Verfiigung gestellt. Die Expression der Proteine erfolgt unter
der Kontrolle eines konstitutiv aktiven RSV-Promotors (Gorman et al., 1982a). Abb. 10
zeigt die verschiedenen Deletionsmutanten. In der schematischen Darstellung sind im
aminoterminalen Bereich die drei Transaktivierungsdoménen (Angel et al., 1989)
eingezeichnet und im carboxyterminalen Bereich die DNA-Bindedomine und der
“Leucine-Zipper”. Die Sequenzen leiten sich einerseits vom c-Jun und andererseits vom v-
Jun Protein ab. Die Bezeichnung der v-Jun Mutanten bezieht sich auf die v-Jun
Aminosduresequenz. Dabei ist zu beachten, daf3 v-Jun v.a. eine Deletion von Aminosiure
34 bis 61 in Bezug auf den c-Jun Wildtyp aufweist. Diese Deletion ist in die v-Jun
Schemata mit einbezogen. Dies bedeutet beispielsweise, daff die Mutante v-Jun A6/44 in
Bezug auf den c-Jun Wildtyp eine Deletion von Aminosdure 6 bis 72 hat (Angel et al.,
1988a; 1989).

Aufgrund der sehr guten Transfektionseigenschaften wurden GM 637 Zellen (SV 40
transformierte menschliche Fibroblasten) fiir die Expressionsversuche benutzt. Diese
ermoglichen die Analyse der Mutanten im transienten Versuch, ohne daf stabile Zellklone
hergestellt werden muBten. Fiir die Peptid-Kartierung wurden GM637 Zellen mit den

Plasmiden, welche die verschiedenen c-Jun und v-Jun Deletionsmutanten und das




Wildtyp Protein exprimierten, iiber Nacht transfiziert, danach fiir 24 Stunden mit 0.5%
FCS inkubiert und anschliefend, nach 1.5 Stunden in phosphatfreiem Medium, fiir 2.5
Stunden mit 32P Orthophospat inkubiert. 20 Minuten nach Induktion der Zellen durch
TPA (nur mit c-Jun Wildtyp Protein) oder 20 Minuten nach UV-Bestrahlung wurden die
Zellen, wie zuvor bei den Versuchen mit endogenen Proteinen aus Hela Zellen,

weiterbehandelt und die Proteine aufgearbeitet.

Deletionsmutanten von c¢-Jun und v-Jun Tryptische Peptide
c-Jun Wildtyp 100 200 300
HZNL m'm | y A I.r.rll.rl 1COOH a’ b) c) x) u

c-Jun A89/91
| o st — a, b, ¢, x, u

c-Jun A146/221

c-Jun A6/223

n\\/ - e . a’ b’ ¢

v-Jun A6/44
m\/mi ......................................................... AT ET T A A 8 00000 1 x
v-Jun A6/61
v-Jun A6/91

m\/ ---------------------------------------------------------------------------------------------- 7 | O A e | o —

Transaktivierungsdoménen

—— c-Jun Sequenzen
DNA-Bindedomiine
v-Jun Sequenzen ‘Leucin-Zipper”

Abb. 10: Schematische Darstellung der Deletionsmutanten von ¢-Jun und v-Jun (Angel et al., 1988a;
1989) und Tabelle iiber die, in den Mutanten enthaltenen, tryptischen Peptide. Die Kennzeichnung der
verschiedenen Doméinen der Proteine ist im unteren Teil der Abbildung zu sehen.

57




; c-Jun v-Jun
Wildtyp A89/91  Al46/221  A6/223 AG/4d  A6/44 A6/61 A6/91 A6/223 AG/44
'k 1 uvvliig uvvilg uvvilg vl uv!i I kI gl Kl 'k uvv!l K uvl

lingere
Exposition

c-Jun

Abb. 11: Die Analyse von c-Jun Deletionsmutanten in der transienten Expression, ermoglicht die Kartierung der Phosphorylierungsstellen. 2.5x105 GM637 Zellen
wurden itber Nacht mit 4 pg der angegebenen RSV Expressionsvektoren transfiziert. Danach wurden sie fiir 24 h mit 0.5% FCS inkubiert. Zur Phosphat-Markierung
der Proteine wurden die Zellen anschlieBend fiir 1.5 Stunden in phosphatfreiem Medium kultiviert und danach fiir 2.5 Stunden mit 32P Orthophosphat (18.5 MBq pro
ml Medium) versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit UV bestrahlt (30J/m?2) bzw. nicht induziert (K). Zusitzlich wurde ein Ansatz (c-Jun Wildtyp) mit 80 ng
TPA/ml Medium behandelt. Nach 20 min wurden die Zellen geerntet. Aus den RIPA Extrakten wurden die verschiedenen Jun Proteine mit einem spezifischen
Antikorper (anti Jun Ab-1) herausprizipitiert und auf einem 10 %igen SDS-AA-Gel aufgetrennt. Die Weiterverarbeitung, sowie die Peptid Kartierung erfolgte wie bei
Abb. 8. Teil a der Abb. 11 zeigt das Autoradiogramm des Nitrozellulosefilters. Die herausgeschnittenen Bereiche sind mit Punkten auf dem Autoradiogramm markiert.
Zur Detektion der v-Jun A6/61 und 6/91 Mutanten mufBte die Nitrozellulose-Membran 6 mal linger exponiert (12 Stunden) werden. Im rechten Teil ist eine noch Iingere
Exposition (3 Tage) der c-Jun A6/223 und v-Jun A6/44 Mutanten zu sehen. Der Pfeil zeigt das endogene c-Jun Protein an. Die exogenen c-Jun A6/223 und v-Jun A6/44
Proteine sind bereits herausgeschnitten worden. Teil b zeigt die Peptid Auftrennung der einzelnen Proteinbanden aus Teil a. Die Expositionszeit betrug ein bis zwei
Tage. Lediglich v-Jun A6/61 und A6/91 wurden 14 Tage autoradiographiert.
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In Abb. 11a ist das Autoradiogramm der Nitrozellulosemembran zu sehen. Es zeigt, dafl
die c-Jun Mutanten gleich stark durch Phosphat markiert sind und demzufolge auch in
etwa gleich stark exprimiert werden. Die Markierung der verschiedenen v-Jun Mutanten
ist dagegen duBerst schwach. Die Mutanten A6/61 und 6/91 sind erst nach lingerer
Exposition zu sehen (Abb. 11a v-Jun: “lingere Exposition”). Inwieweit dies auf eine
schwache Expression oder schwachen Phosphorylierung der Proteine zuriickzufiihren ist,

konnte nicht gekldrt werden.

2.2.1. Kartierung der Peptide x und u

Abb. 11b zeigt die tryptischen Peptide der einzelnen Mutanten aus UV-bestrahlten und
unbehandelten Zellen. Ein Vergleich des Peptidmuster von c-Jun Wildtyp Protein mit dem
der Mutante A6/223 zeigt, da8 das Peptid x in der Mutante fehlt. Die Mutante A146/221
hat dagegen noch das Peptid x und Peptid u. Folglich befinden sich die Peptide x und u
im Bereich zwischen AS 6 und 146, Zur niheren Charakterisierung wurden Mutanten aus
dem aminoterminalen Bereich von v-Jun hinzugezogen. Die Mutante A6/44 hat, neben
drei nicht identifizierbaren Peptiden noch das Peptid x. In den Mutanten A6/61 und A6/91
ist dagegen das Peptid x nicht mehr vorhanden. Folglich befindet sich die
Phosphorylierungsstelle fiir x zwischen Aminosédure 72 (entspricht Aminoséure 44 im v-
Jun) und 146 im c-Jun Protein. Zusitzlich kann man noch einen Bereich um die
Aminosiure 90 als Phosphorylierungsstelle fiir x ausschlieBen, da die Mutante A89/91
noch iiber das Peptid verfiigt. Die Phosphorylierungsstelle fiir u befindet sich
moglicherweise im Bereich zwischen Aminosdure 6 und 72 im c-Jun Protein, da das
Peptid « schon in der Mutante A6/44 vom v-Jun nicht mehr auftaucht. In diesem Fall
fehlt jedoch zur endgiiltigen Klidrung der v-Jun Wildtyp. Die Expression dieses Proteins
in GM637 Zellen gelang jedoch nicht,

2.2.2. Kartierung der Peptide a, b, c.

Die Charakterisierung der Peptide a, b, ¢ geht, wie zuvor, von der Mutante A6/223 aus.
Da das Peptidmuster der Mutante A6/223 alle drei Peptide zeigt, befinden sich die
Phosphorylierungsstellen fiir a, b, ¢ im Carboxyterminalen Bereich des c-Jun Proteins.
Bemerkenswerterweise fehlen die Peptide a, b, ¢ in allen v-Jun Mutanten. Die
Aminosiuresequenz von v-Jun hat jedoch im carboxyterminalen Bereich nur zwei
Punktmutationen gegeniiber c-Jun. Eine dieser beiden Mutationen betrifft eine mogliche

Phosphorylierungsstelle, Das Serin an der Stelle 244 im c-Jun Proteins ist gegen ein




Phenylalanin im v-Jun ausgetauscht. Folglich miifite dies eine Phosphorylierungsstelle
von g, b, ¢ im c-Jun sein. Die Phosphorylierung an der AS 244 miifite auch weitere
Phosphorylierungen beeinflussen, da aufgrund der Punktmutation im v-Jun nur eine
Phosphorylierungsstelle fehlen diirfte, jedoch a, b und ¢ in den v-Jun Mutanten nicht
nachweisbar sind. Wie schon zuvor erwéhnt, liegen die Phosphorylierungssstellen fiir g,
b, ¢ méglicherweise auf dem gleichen Peptid. Dieses wiirde, falls AS 244 eine
Phosphorylierungsstelle ist, von AS 226 bis zu AS 252 reichen. In diesem Bereich
befinden sich tatsdchlich noch mégliche andere Phosphorylierungsstellen.

2.2.3. Kartierung von Peptid v

Firr die Charakterisierung der zusitzlichen Modifikation nach UV-Bestrahlung der Zellen
erwies sich der Einsatz der Mutanten in GM 637 Zellen als wenig hilfsreich, da sich das
fiir die UV Induktion charakteristische Peptid v nicht nachweisen lie3. Das c-Jun Wildtyp
Protein zeigt zwar die charakteristische Verinderung im Laufverhalten im SDS-AA-Gel
nach UV-Bestrahlung der Zellen (Abb. 12a: c-Jun Wildtyp), jedoch zeigt auch das c-Jun
Protein aus dem hohermolekularen Bereich (UV3) in der Peptid-Kartierung kein Petid v .
Man erkennt zwar eine verstirkte Phosphorylierung von Peptid u durch UV bei den
Mutanten 89/91 und 146/221 (Abb.11b: A89/91 und A146/221). Die Mutanten zeigen
jedoch genau wie A6/223 und die v-Jun Mutanten keine Verinderung im Laufverhalten im
1-dimensionalen SDS-AA-Gel nach UV-Bestrahlung der Zellen (Abb. 11a). Als interner
Standard fiir die UV-Induktion diente dabei teilweise das endogene c-Jun Protein. In
Abb. 11a (rechts) ist eine lingere Exposition von A6/223 und A6/44 gezeigt. Dabei sieht
man deutlich die Verinderung des Laufverhaltens des endogenen c-Jun Proteins (Pfeil)
nach UV-Bestrahlung der Zellen.

Die durch UV-Bestrahlung und TPA-Behandlung von Zellen induzierte
Dephosphorylierung von Peptid a ist weder in den Phosphorylierungsmustern des
Wildtyp-Proteins noch bei denen der Mutanten sichtbar (Abb. 11b).

Durch die Analyse der Jun-Mutanten konnten die Phosphorylierungsstellen fiir die
Peptide x und u in den Bereich zwischen Aminosidure 72 und 146 des c-Jun Proteins
festgelegt werden. Die Phosphorylierungsstellen fiir g, b, ¢ befinden sich wahrscheinlich
zwischen Aminosdure 226 und 252, wobei eine Phosphorylierungsstelle am Serin 244
ist. Eine Kartierung des Peptids v ist jedoch nicht gelungen.
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2.3. Tryptische Peptide des endogenen c-Fos Proteins

Die Analyse des endogenen c-Fos Proteins erfolgte in der gleichen Weise, wie zuvor die
Analyse des c-Jun. Im linken, oberen Teil der Abbildung 12 ist das Autoradiogramm der
Nitrozellulose zu sehen. C-Fos aus TPA induzierten Zellen zeigt die charakteristische
Verinderung im Laufverhalten, wihrend c-Fos aus UV-bestrahlten Zellen keine sichtbare
Verinderung in der 1-dimensionalen SDS-AA-Gelelektrophorese zeigt. Zur Peptid-
Analyse wurden die mit Pfeilen gekennzeichneten Proteine aus der Nitrozellulose
herausgeschitten und wie in der Analyse des c-Jun aufgearbeitet (Kontroll-Spur: Protein 1
und 2; TPA-Spur: Protein 3; UV-Spur: Protein 1 und 2). Der Verdau erfolgte wiederum
mit Trypsin.

Im rechten, mittleren Teil von Abbildung 12 sind die Peptidmuster der einzelnen Proteine
zu sehen. Die Identifikation von bestimmten Peptiden wurde sehr erschwert durch die
Tatsache, daf ein GroBteil der Peptide sehr schlecht aufgetrennt wurde. Bei sorgfiltiger
Analyse lassen sich drei Peptide identifizieren a, b, ¢ (fiir die Benennung siehe Schemata:
Ko 1 Trypsin). Ein Vergleich der Peptidmuster zwischen c-Fos aus Kontrollzellen und c-
Fos aus TPA induzierten Zellen zeigt, dal die TPA-Behandlung der Zellen gleichzeitig zu
einer Dephosphorylierung an Peptid b, ¢ und Phosphorylierung an Peptid g fiihrt. Bei
Peptid a und b konnte es sich moglicherweise, aufgrund der diagonalen Anordnung um

Abb. 12: linker Teil: Peptid-Analyse des endogenen c-Fos zeigt unterschiedliche Modifikationen des c-
Fos Proteins aus unbehandelten, mit TPA behandelten oder UV-bestrahiten Zellen. Die
Versuchsdurchfiihrung war exakt die gleiche wie bei Abb. 7. Aus den Uberstinden der Immunprizipitation
mit c-Jun Antikorpern wurden die c-Fos Proteine immunpriizipitiert (Anmerkung: Die umgekehrte
Vorgehensweise fiihrt zum gleichen Ergebnis). Die Auftrennung und Aufarbeitung der Proteine in der
Peptid-Kartierung erfolgte ebenfalls wie bei Abb. 8. Im oberen Bereich der Abb.12a ist das
Autoradiogramin des Nitrozellulosefilters zu sehen. Die herausgeschnittenen Banden sind mit Pfeilen und
Punkten auf dem Autoradiogramm markiert. Der untere Bereich zeigt das Peptidmuster der einzelnen
Proteinbanden. Es wurden durchschnittlich 300 cpm auf die DC-Platten aufgebracht. Die Expositionszeit
betrug 14 Tage.

rechter Teil: Exogenes c-Fos Protein aus GM637 Zellen zeigt nach Trypsin-Verdau das gleiche
Phosphorylierungsmuster wie endogenes Protein aus HelLa Zellen. GM637 Zellen wurden wie bei Abb.11
beschrieben behandelt. Die Transfektion erfolgte mit 4 pg RSV c-Fos Wildtyp Expressionsplasmid und
die Zellen wurden mit TPA (80 ng/ml Medium) behandelt, Im oberen Bereich der Abb.12b ist das
Autoradiogramn des Nitrozellulosefilters zu sehen. Die Expositionszeit betrug 1 Stunde gegeniiber der 16
stiindigen Exposition des Nitozellulosefilters im linken Teil der Abbildung. Die herausgeschnittenen
Banden sind mit Pfeilen und Punkten auf dem Autoradiogramm markiert. Die aus der Nitrozellulose
herausgeschittenen Proteinbanden Kontrolle 2 und TPA 2 wurden je zur Hilfte mit 2 x 5 g Trypsin und
mit 2 x 5 pg Chymotrypsin (in 50 mM NH4HCO3) verdaut. Die restlichen Banden wurden nur mit
Chymotrypsin verdaut. Der untere Bereich zeigt die Peptidmuster der einzelnen Proteinbanden. Es wurden
durchschnittlich 800 cpm auf die DC-Platten aufgebracht. Die Expositionszeit betrug 2 Tage. Im unteren
Teil der Abbildung ist eine schematische Darstellung der Peptidmuster fiir Trypsin und Chymotrypsin
mit Benennung der einzelnen Peptide zu sehen.
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“Phospho-Isomere” handeln (siche Jun Modifikation). Dies bedeutet, dafl a und b das
gleiche Peptid mit unterschiedlicher Phosphorylierung darstellen. Nach Induktion wird
das Peptid & durch Phosphorylierung moglicherweise vollstindig in a iiberfiihrt .

Sowohl die Analyse des c-Fos Proteins aus dem Bereich Kontrolle 2, wie auch die
Analyse des c-Fos aus UV-bestrahlten Zellen erwies sich als sehr schwierig, da nur
wenig radioaktiv markiertes Protein zur Verfiigung stand. Das Peptidmuster des c-Fos
Protein aus dem Bereich Kontrolle 2 (Ko 2) entspricht dem Muster von c-Fos aus dem
Bereich Kontrolle 1 (Ko 1). Das Peptidmuster der c-Fos Proteine aus dem Bereich UV 1
und UV 2 entspricht dagegen eher dem Muster von c-Fos aus TPA-behandelten Zellen
(TPA 3). Peptid b und ¢ sind jedoch nicht vollstindig dephosphoryliert. Sowohl bei UV 1
als auch bei UV 2 sind die Peptide ¢ und b noch identifizierbar.

Der Vergleich der Peptid-Analyse des endogenen, konstitutiv exprimierten c-Fos aus
TPA-behandelten und unbehandelten Zellen macht deutlich, dal die TPA-Behandlung zu
einem veréinderten Phosporylierungs-Muster im ¢-Fos Protein fithrt. UV-Bestrahlung von
Zellen fiihrt zu einem dhnlichen Muster. Trotzdem zeigt das c-Fos Protein aus UV-
bestrahlten Zellen kein verdndertes Laufverhalten im 1-dimensionalen SDS-AA-Gel
(Abb.12 rechts, oberer Teil). Dies zeigt, da Phosphorylierungen bei der Anderung des
Laufverhaltens von c-Fos aus TPA induzierten Zellen keine Bedeutung haben.

2.4. Peptid-Kartierung von exogenem, transient exprimierten c-Fos
Protein

Ahnlich wie in den Versuchen mit c-Jun Protein erfolgte die weitere Analyse der
Modifikationen von c-Fos mit Hilfe von Deletionsmutanten. Die verschiedenen c-Fos
Mutanten wurden, wie zuvor die c-Jun Mutanten, unter der Kontrolle des konstitutiv
aktiven RSV-Promotors in GM 637 Zellen exprimiert. Die Transfektions-und
Induktionsbedingungen waren die gleichen wie bei den Transfektionen der c-Jun
Expressionsplasmide. Auch die Aufarbeitung der Proteine erfolgte wie zuvor
beschrieben.




2.4.1. Peptid-Kartierung des transient exprimierten c-Fos Wildtyp
Proteins mit verschiedenen Proteasen.

Aufgrund der starken Expression der transient exprimierten Proteine in GM 637 Zellen
stand viel mehr Protein zur Verfiigung als in den Versuchen mit den endogenen c-Fos
Protein. Daher konnten die Versuchsbedingungen variiert werden (d.h.: Verdau mit
verschiedenen Enzymen, Elektrophorese und Chromatographie mit verschiedenen
Puffern). Im Versuch zur Abbildung 12 (rechte Hilfte) wurden GM637 Zellen mit einem
c-Fos Wildtyp Expressionsvektor (RSV c-Fos) transfiziert. Die weitere Durchfithrung
erfolgte wie in den Versuchen mit transient transfizierten c-Jun Expressionsvektoren. Im
rechten, oberen Teil der Abbildung 12 ist das Autoradiogramm der Nitrozellulose-
membran zu sehen. Dabei ist anzumerken, daf} die Expositionsdauer dieses Autoradio-
gramms eine Stunde betrug, wihrend im linken Teil der Abbildung 12 (endogenes c-Fos
Protein aus Hel.a Zellen) eine 16 stiindige Exposition nitig war. Zusitzlich stammt das
endogene Protein aus der 6-fachen Zellzahl. Dies macht die Mengenunterschiede

zwischen endogenem und exogenem Protein deutlich.

Das c-Fos Protein aus den mit TPA behandelten Zellen zeigt in der 1-dimensionalen
Auftrennung die charakteristische Verinderung des Laufverhalten. Das Protein wird
jedoch nicht vollstéindig in die im hoheren Molekulargewichtsbereich laufende Form
tiberfiihrt (Abb. 12: rechter oberer Bereich). Die aus der Nitrozellulose ausgeschnittenen
Bereiche sind durch Pfeile markiert. Die aus dem Bereich 2 ausgeschnittenen
Nitrozellulosestiicke wurden nochmals geteilt und die Proteine mit Trypsin oder
Chymotrypsin verdaut. Die {ibrigen Proben wurden mit Chymotrypsin verdaut. Die

weitere Aufarbeitung erfolgte wie oben beschrieben.

Die Peptidmuster der mit Trypsin verdauten Proteine zeigen, daB das transient exprimierte
c-Fos die gleiche Modifikation nach TPA-Behandlung der Zellen erfihrt, wie das
endogene Protein (vergleiche Abb. 12 rechte Hiilfte: Trypsin Ko 2; TPA 2 und linke
Hiilfte: Trypsin Ko 1; TPA 3). Das Peptidmuster von c-Fos aus unbehandelten Zellen
zeigt die drei Peptide g, b und c¢. TPA-Behandlung von Zellen fiihrt zu einer
Dephosphorylierung von Peptid b und ¢, und zu einer Phosphorylierung von Peptid a. Es
ist daher méglich, die transient exprimierten Proteine zur Analyse der Modifikationsstellen

zu benutzen.

Chymotrypsin spaltet Proteine priferentiell hinter den Aminosduren Tyrosin,
Phenylalanin oder Tryptophan. Es zeigte sich, daB der Verdau der Proteine mit

Chymotrypsin, verglichen mit Trypsin, zu besser verwertbaren und reproduzierbaren
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Ergebnissen fiihrt. Das Peptidmuster von c¢-Fos aus unbehandelten Zellen zeigt eine grofie
Zahl unterschiedlich stark phosphorylierter Peptide (Abb.12 rechte Seite: Chymotrypsin
Ko 1). Im unteren Teil der Abbildung 12 ist ein Schema des Peptidmusters mit
Benennung der Peptide zu sehen (Schema Ko 1 Chymotrypsin). Im C-Fos Protein aus
TPA-behandelten Zellen sind nur noch die Peptide 1, 2 und 7 zu identifizieren (Abb 12
rechte Seite: TPA 1, TPA 2, TPA 3). Die Peptide 7 und 2 sind verstirkt phosphoryliert,
wobei die Phosphorylierung von Peptid 2 in Abbildung 16 besser zu sehen ist. Die
Peptide 3, 4, 5 und 6 werden dephosphoryliert. Die Peptide 4 und 5 konnten aufgrund
der diagonalen Anordnung einfach phosphorylierte “Phospho-Isomere” von Peptid I und
7 darstellen, die nach Phosphorylierung mit dem Peptid 7 und 7 laufen.

Die unbehandelten Zellen enthalten wahrscheinlich eine sehr heterogene Mischung von
unterschiedlich stark phosphorylierten c-Fos Proteinen, die durch TPA-Induktion in eine
genau definierte Form iiberfiihrt werden.

Das Phosphorylierungs-Muster von c-Fos aus TPA-behandelten Zellen ist, unabhédngig
aus welchem Molekulargewichtsbereich das Protein stammt, identisch (Abb. 12 rechte
Seite: vergleiche TPA 1, TPA 2 und TPA 3). Ebenso zeigt das aus unbehandelten Zellen
stammende c-Fos Protein, unabhiingig vom Molekulargewichtsbereich, das gleiche
Phosphorylierungs-Muster (Abb. 12 rechte Seite: vergleiche Ko 1 und Ko 2). Dies macht
nochmals deutlich, daB fiir die starke Verdnderung im Laufverhalten von c-Fos nach
TPA-Behandlung der Zellen eine andere Modifikation als Phosphorylierung
verantwortlich ist,

2.4.2. Peptid-Kartierung des transient exprimierten c-Fos Wildtyp
Proteins nach UV-Bestrahlung der Zellen

Aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse, wonach c-Fos Proteine, die im gleichen
Molekulargewichtsbereich im SDS-AA-Gel laufen, verschieden modifiziert sein kdnnen,
stellte sich die Frage, ob UV-Bestrahlung nicht doch zu einer Modifikation von c¢-Fos
fiihrt, obwohl im SDS-AA-Gel kein Laufunterschied sichtbar wurde (Abb. 1 und Abb.
12). Zu diesem Zweck wurden GM637 Zellen wie unter 2.4.1. beschrieben mit einem c-
Fos Expressionsvektor transfiziert. Die weitere Versuchsdurchfiithrung erfolgte ebenfalls
wie in Kapitel 2.4.1. beschrieben. Die Zellen wurden mit UV-bestrahlt und 20 Minuten
spéter geerntet. Der Verdau der Proteine erfolgte mit Chymotrypsin.




Ko TPA UV

Kontrolle 1 TPA 2 TPA 3 Uv 1

Abb. 13: Unterschiedliches Peptidmuster von exogenem c-Fos Protein aus TPA-behandelten oder UV-
bestrahlten Zellen. 2.5 x 105 GM637 Zellen wurden mit jeweils 4 g RSV c-Fos Expressionsvektor
transfiziert. Die Weiterbehandlung der Zellen erfolgte wie bei Abb. 10 beschrieben. Nach der Inkubation
mit 32p Orthophosphat wurden die Zellen mit TPA (80 ng/ml Medium) behandelt oder UV -bestrahit (30
J/m?) oder nicht induziert. Nach 20 min wurden die Zellen geerntet. Aus den RIPA-Extrakten wurde das
Fos Protein mit einem spezifischen Antikérper (anti Fos X4B) priizipitiert und auf einem 10 %igen SDS-
AA-Gel aufgetrennt. Die Weiterverarbeitung, sowie die Peptid-Kartierung erfolgte wie bei Abb. 8
beschrieben. Der Verdau der Proteine wurde mit 2 x 5 g Chymotrypsin durchgefiihrt, Der obere Teil der
Abb. 14 zeigt das Autoradiogramm des Nitrozellulosefilters. Die herausgeschnittenen Bereiche sind durch
Pfeile und Punkte markiert. Der untere Bereich zeigt die Peptidmuster der Proteine. Es wurden
durchschnittlich 800 cpm auf die DC-Platten aufgebracht. Die Expositionszeit der DC-Platten betrug 48
Stunden. Ko: Kontrolle.

Im oberen Teil der Abbildung 13 ist das Autoradiogramm der Nitrozellulosemembran zu
sehen. Man erkennt das veréinderte Laufverhalten von c-Fos nach TPA-Induktion der
Zellen. C-Fos aus UV-bestrahlten Zellen zeigt dagegen keine Modifikation im 1-
dimensionalen SDS-AA-Gel. Ein Vergleich der Phosphorylierungs-Muster von c-Fos aus
unbehandelten und TPA-behandelten Zellen zeigt die im Kapitel 2.4.1. beschriebenen
Unterschiede (Phosphorylierung von Peptid 2 und 7; Dephosphorylierung von Peptid 3,
4, 6). C-Fos aus UV-bestrahlten Zellen zeigt ein Phosphorylierungs-Muster, das in der
Tendenz dem Muster von c-Fos aus TPA-induzierten Zellen (Dephosphorylierung von
Peptid 5 und Phosphorylierung von Peptid 2 und 7; Abb.13; UV 1) éhnelt. Allerdings ist
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im Falle von UV die Anderung der Modifikation nicht so prignant wie nach TPA. So
bleiben die Peptide 3, 4 und 7 auch nach UV-Induktion noch nachweisbar.

Insgesamt ergibt sich ein dhnliches Bild wie beim endogenen c-Fos (Abb. 12). UV fiihrt
zu einer dhnlichen Modifikation wie TPA, jedoch sind die Effekte abgeschwicht. Welche

Bedeutung diese schwiichere Modifikation fiir die transaktivierenden Eigenschaften des c-
Fos Proteins hat, kann an dieser Stelle nicht geklirt werden.

Deletionsmutanten des c-Fos-Proteins

c-Fos Wildtyp
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Abb. 14: Schematische Darstellung der Deletionsmutanten des c-Fos Proteins. Mit Hilfe der
angegebenen Restriktionsenzyme und einer Schittstelle fiir Xhol im 3” Bereich hinter den c-Fos Sequenzen
wurden die Sequenzen aus c-Fos Wildtyp herausdeletiert. AuBierdem sind die Bereiche der DNA-
Bindedoméine und des Leucine-Zippers” gekennzeichnet,




2.5. Kartierung der Phosphorylierungsstellen im c-Fos Protein mittels
Deletionsmutanten.

Der grofite Teil der beschriebenen transaktivierenden und transreprimierenden Doménen
des c-Fos Proteins befindet sich im carboxyterminalen Ende (Wilson et al, 1988; Ofir et
al., 1990; Guis et al., 1990; Abate et al., 1991). Um die mdglichen Phosphorylierungs-
stellen zu lokalisieren, wurden daher Deletionsmutanten im Carboxy-Terminus des c-Fos
Proteins hergestellt. Die einzelnen Mutanten sind in der Abb. 14 zu sehen. Die Expression
der Proteine erfolgte, wie bei den zuvor benutzten Expressionsvektoren, unter der
Kontrolle des RSV Promotors. Die Versuchsanordnung und Durchfiihrung war die
Gleiche wie bei den zuvor beschriebenen Versuchen mit dem c-Fos Wildtyp. Die Zellen
wurden 20 Minuten mit TPA behandelt. Der Verdau der Proteine erfolgte mit
Chymotrypsin.

Abb. 15 zeigt im oberen Teil wiederum das Autoradiogramm der Nitrozellulosemembran.
In Zellen, die mit einem Kontrollplasmid transfiziert wurden (Abb. 15: Neo: Ko, TPA),
befinden sich unter diesen Bedingungen keine nachweisbaren Mengen an endogenem c-
Fos Protein. Das c-Fos Wildtyp Protein aus TPA-behandelten Zellen zeigt ebenso wie die
Mutante A373 die charakteristische Verinderung des Laufverhaltens im SDS-AA-Gel
(Abb. 15: c-Fos: Ko, TPA und A373: Ko, TPA). Die Mutanten A328, A316 und A237
zeigen dagegen diese Modifikation nach TPA-Induktion der Zellen nicht mehr. Auch die
Mutante A237 zeigt keine Verdnderung im Laufverhalten nach TPA-Induktion der Zellen.
Inwieweit die deutlich schwiichere Markierung durch 32P auf einer schwicheren
Expression oder auf geringerem Phosphateinbau beruht, wird in den Peptid Kartierungen
geklért,

Im unteren Teil der Abbildung 15 sind die Phosphorylierungsmuster der einzelnen, aus
der Nitrozellulose ausgeschnittenen, Proteine zu sehen. Das c-Fos Wildtyp Protein (nur
mit c-Fos bezeichnet) zeigt das aus den vorhergegangenen Versuchen bekannte
Phosphorylierungsmuster. Die kiirzere Exposition der DC-Platten mit c-Fos Wildtyp
Protein aus unbehandelten Zellen (Abb. 15: ¢c-Fos, Kontrolle (12 Stunden)) macht den
Unterschied in der Phosphorylierung von Peptid 2 im Vergleich zu dem Peptid aus TPA-
behandelten Zellen deutlich (Abb. 15: c¢-Fos, TPA 1, TPA 2). Daf} es sich hierbei
tatséichlich um eine verstirkte Phosphorylierung am Peptid 2 handelt und nicht etwa am
Peptid 3 oder einem bis dahin nicht markierten Peptid zeigt ein Mischexperiment (Abb. 15
rechts unten: Kontrolle + TPA 2). Dabei wurden gleiche radioaktiven Mengen an c-Fos
Peptiden aus Kontrollzellen und aus TPA-induzierten Zellen (TPA 2) vermischt, auf die

DC-Platte aufgetragen und zusammen in der 2-dimensionale Auftrennung analysiert. Das
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Verdau-Muster zeigt lediglich drei verschiedene Peptide (I, 2 und 5). Das bedeutet, daf3
durch die TPA-Induktion keine zusétzliche Phosphorylierungsstelle entstanden ist. Auch
ist es nicht moglich, dal Peptid 2 nach TPA-Induktion dephosphoryliert wird und Peptid
3 gleichzeitig phosphoryliert. In diesem Fall miiiten im Mischexperiment sowohl Peptid 3
als auch Peptid 2 sichtbar sein.

Im Phosphorylierungsmuster von Mutante A373 sind nur noch die Peptide 7 und 2 zu
erkennen (Abb.15 mittlerer Bereich: A373 Kontrolle; TPA 1; TPA 2). Die
Phosphorylierungsstellen fiir 3, 5, 7 miissen sich daher im carboxyterminalen Bereich des
c-Fos Proteins zwischen Aminosiure 373 bis 380 befinden. Zum besseren Verstindnis
sind in Abbildung 16 die Schnittstellen von Chymotrypsin im carboxyterminalen Bereich
des c-Fos Proteins und die daraus resultierenden Peptide gezeigt. Da A373 die gleiche
Anderung im Laufverhalten zeigt wie das Wildtyp Protein konnen die
Phosphorylierungen von Peptid 3, 5 und 7 nicht fiir das verinderte Laufverhalten von c-
Fos nach TPA-Induktion der Zellen verantwortlich sein. Die einzige, nach TPA-
Behandlung von Zellen induzierte Phosphorylierung in der Mutante A373 ist die
verstirkte Phosphorylierung von Peptid 2. Ebenso wie beim Wildtyp Protein ist auch bei
der Mutante A373 keine Verdnderung im Phosphorylierungs-Muster zu erkennen, wenn
Protein aus verschiedenen Molekulargewichtsbereichen analysiert wird (Abb. 15: mittlerer
Bereich: A373 TPA 1, TPA 2). AuBerdem fillt auf, dal die fiir den Wildtyp gezeigte
Heterogenitit des Fos Proteins aus Kontrollzellen bei der A373 Mutante nicht mehr
sichtbar ist. Die hierfiir verantwortlichen Phosphorylierungen miissen daher alle im

carboxyterminalen Ende des c-Fos Proteins liegen.

Abb. 15: Die Analyse der c-Fos Deletionsmutanten ermdglicht die Kartierung der Modifikationsstellen
im Carboxy-Terminus des c-Fos Proteins. 2.5 x 105 GMG637 Zellen wurden mit jeweils 4 pg
Expressionsvektor, der angegebenen c-Fos Deletionsmutanten (siehe auch Abb. 15), sowie einer Kontrolle
(NEO) transfiziert. Die Weiterbehandlung der Zellen erfolgte wie bei Abb. 10 beschrieben. Nach der
Inkubation mit 32P Orthophosphat wurden die Zellen mit TPA (80 ng/ml Medium) behandelt oder nicht
behandelt. Nach 20 min wurden die Zellen geerntet. Aus den RIPA-Extrakten wurden die verschiedenen
Fos Proteine mit einem spezifischen Antikérper (anti Fos X4B) prizipitiert und auf einem 10 %igen
SDS-AA-Gel aufgetrennt. Die Weiterverarbeitung, sowie die Peptid-Kartierung erfolgte wie bei Abb. 8
beschrieben. Der Verdau der Proteine wurde mit 2 x 5 pg Chymotrypsin durchgefiihrt. Der obere Teil der
Abb. 15 zeigt das Autoradiogramm des Nitrozellulosefilters. Die Proteine wurden ausgeschnitten und
weiterverarbeitet. Lediglich bei c-Fos Wildtyp (TPA) und der Mutante A373 (TPA) wurden zwei
unterschiedliche Molekulargewichtsbereiche ausgeschnitten. Die Bereiche sind durch Punkte
gekennzeichnet, Der untere Bereich zeigt die Peptidmuster der Proteine. Es wurden durchschnittlich 800
cpm auf die DC-Platten aufgebracht, bei der Mutante A237 ~250 cpm. Wenn nicht anders angegeben
betrug die Expositionszeit 24 Stunden. Die DC-Platten mit dem Peptidmuster der c-Fos Mutanten A237
wurden 10 Tage exponiert. Ko: Kontrolle.
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Im Gegensatz zu der Mutante A373 zeigen die Mutanten A328 und A316 nach Behandlung
der Zellen mit TPA keine Verinderung im Laufverhalten im 1-dimensionalen SDS-AA-
Gel (Abb. 15: oberer Teil). Die Mutanten zeigen aber andererseits das gleiche
Phosphorylierungsmuster wie die Mutante A373. Das heifit, nur noch Peptid 7 und 2 sind
vorhanden, wobei eine deutliche Phosphorylierung des Peptids 2 nach TPA-Behandlung
der Zellen stattfindet. Folglich kann auch die Phosphorylierung am Peptid 2 nicht fiir das
veriinderte Laufverhalten von c-Fos nach TPA-Behandlung der Zellen verantwortlich
sein. Die hierfiir verantwortliche Modifikationsstelle muf3 zwischen Aminosiure 328 und

Aminosiiure 372 im c-Fos Protein liegen.,

c-Fos Wildtyp
100 200 300 380

' Tr hE

-

|- | S

AS 196 ILAAHRPACKIPDDLGF A236
213 PEEMSVASLDLTGGLPEVATPESEEAF
240 TLPLLNDPEPKPSVEPVKSISSMELKTEPF
269 DDF
272 LF
274 PASSRPSGSETARSVPDMDLSGSF
209 Y

300 AADW MLA3I6 V_J A328

304 EPLHSGSLGMGPMATELEPLCTPVVTCTPSCTAY
338 TSSF

342 VF

344 TY

346 PEADSF A373

352 PSCAAAHRKGSSSNEPSSDSLSSPTLLAL 380

Abb. 16: Schnittstellen von Chymotrypsin im Carboxy-Terminus des c-Fos Proteins und die daraus
resultierenden Peptide. Zusétzlich sind die Grenzen der Deletionsmutanten eingezeichnet, Auflerdem sind
im c-Fos Wildtyp DNA-Bindedoméine und “Leucine Zipper” wie in Abb. 15 gekennzeichnet.

Das Phosphorylierungsmuster der Deletionsmutante c-Fos A237 zeigt nur noch das Peptid
1 (Abb. 15 unten: A237: Kontrolle, TPA). Die Phosphorylierung der Mutanten éndert
sich auch nach TPA-Behandlung von Zellen nicht mehr, Wie schon die vorangegangenen
Mutanten, zeigt auch c-Fos A237 kein verindertes Laufverhalten im SDS-AA-Gel mehr.
Die Mutante c-Fos A237 zeigt demnach die, durch TPA-Behandlung der Zellen
induzierten, Modifikationen nicht mehr. Die schwache Markierung des Proteins
verglichen mit den anderen Mutanten (Abb. 15: oberer Teil) wird durch eine schwiichere
Expression oder geringere Stabilitét verursacht. Das Fehlen einer Phosphorylierungsstelle

im Vergleich zur Mutante A316 kann die bedeutend schwiichere Markierung im 1-




dimensionalen SDS-AA-Gel nicht erkliren (Abb.15: oberer Teil: vergleiche A237 und
A316)

Zusammenfassend 148t sich sagen, daf sich im carboxyterminalen Bereich des c-Fos
Proteins die Bereiche befinden, die nach TPA-Induktion der Zellen modifiziert werden.
Die Aminosiuren, welche fiir die starke Verinderung im Laufverhalten im SDS-AA-Gel
verantwortlich sind, befinden sich zwischen Aminosdure 328 und 373.
Phosphorylierungsstellen, die nach TPA-Induktion der Zellen veriindert werden, befinden
sich im Carboxy-Terminus des Proteins (Aminosidure 370 bis 380) und zwischen
Aminoséure 236 und 316.
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3. Bedeutung der Modifikationen

3.1. Analyse der chimiren GAL4-c-Fos Proteine

Die TPA-Behandlung von Zellen fiihrt zu einem veridnderten Phosphorylierungsmuster
und zu einer weiteren noch nicht identifizierten Modifikation des c-Fos Proteins. Um die
Bedeutung dieser Modifikationen fiir die Transkriptionsregulation durch c-Fos zu
erfassen, wurden die transaktivierenden Fdhigkeiten der c-Fos Mutanten in unbehandelten
und TPA-behandelten Zellen untersucht.

C-Fos ist jedoch nicht in der Lage die TRE abhéngige Induktion von Genen, wie der
Kollagenase, allein zu vermitteln, Erst durch die Interaktion mit c-Jun ist es fiir das c-Fos
Protein mdglich, als Heterodimer an das TRE zu binden und die Transkription der
nachfolgenden Gene zu induzieren (Lucibello et al., 1988; Turner und Tjian, 1989). Um
ausschlieBlich die Wirkung der c-Fos Transaktivierungsdoménen zu untersuchen, konnte
man die c-Fos Mutanten zusammen mit einer Jun Mutante, deren Transaktivierungs-
domiine mutiert ist, in einer transienten Expression austesten. Das Problem bei einem
solchen Versuchsansatz ist jedoch, daf durch die TPA-Behandlung auch endogenes c-Fos
und c-Jun Protein aktiviert wird, und dies die Effekte des exogenen Proteins beeinflussen
kann. Das Austesten der Konstrukte in F9 Zellen (Ofir et al., 1990; Hirai et al., 1990),
die keine nachweisbaren Mengen an c-Fos und c-Jun besitzen, ist nicht moglich, da diese
Zellen nicht in der Lage sind, das c-Fos Protein dhnlich wie HelLa Zellen zu modifizieren
(Abb. 5).

Die Losung dieses Problems gelang durch die Herstellung von chimiiren Proteinen. Diese
bestanden aus der DNA Bindedomiine des Hefe Transkriptionsfaktors GAL4 und den
verschiedenen c-Fos Mutanten oder dem c-Fos Wildtyp. GAL4 vermittelt, iiber die
Bindung an spezifische DNA-Elemente die Induktion verschiedener Hefe-Gene durch
Galaktose (Giniger et al., 1985; Bram et al., 1986). Das Fusionsprotein enthilt nur die
GALA-DNA-Bindedomine. Mit dieser Domiine bindet das Fusionsprotein an ein GAL4
spezifisches DNA-Element auf einem Indikatorplasmid (17 mer Bindestelle”; Webster et
al, 1988). Die transkriptionelle Aktivierung des Indikator-Gens, in diesem Falle des
bakteriellen CAT-Gens, erfolgt durch die Transaktivierungs-Doméinen der verschiedenen
Fos Proteine. Die CAT-Aktivitit im Zellysat ist ein direktes Mab fiir die transkriptionelle
Aktivitit der c-Fos Mutanten,

Die Herstellung von chiméren Proteinen erméglicht es, die transaktiviernden Fihigkeiten




der c-Fos Mutanten unabhiingig von c-Jun oder endogenen Proteinen auszutesten.
Desweiteren ist es dadurch erstmals méglich auch die Wirkung der TPA-Induktion auf
die transaktivierende Fihigkeit von c-Fos zu testen.

GAL4 GAL4-  GAL4- GALA4- yAL4-
WT c-Fos  A373 A328 A237

Il I il

l Ko TPA L Ko TPA Ko TPA Ko 'l‘i’A1

Ko TPA

Abb. 17: Die Transaktivierungsdomiinen von Wildtyp ¢-Fos Protein und die Mutante A373 werden durch
TPA-Behandlung der Zellen aktiviert. 9 x 105 GM637 Zellen wurden mit 1.5 pg 17mer-tk-CAT
Indikatorplasmid (Webster et al., 1988), 3.5 pg RSV 0 Plasmid und jeweils 5 ug des angegebenen RSV
GALA c-Fos Plasmides transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und in Medium mit 0.5%
FCS weiterinkubiert. Unmittelbar danach wurden die Zellen mit TPA (80 ng/ml Medium) induziert oder
zur Kontrolle nicht induziert, 24 Stunden spiter wurden die Zellen geerntet. Die CAT Aktivitit wurde aus
10 pug Zellextrakt bestimmt, Ko: Kontrolle; GAL4: Kontrollplasmid, das nur die GAL4 DNA
Bindedoméine exprimiert,

Die Konstrukte wurden zusammen mit dem Indikatorplasmid in GM637 Zellen
transfiziert. Die Zellen wurden danach gewaschen und mit Medium, das 0.5 % FCS
enthielt, inkubiert. Die Induktion mit TPA erfolgte unmittelbar danach. Nach 24 Stunden
wurden die Zellen geerntet und die CAT-Aktivitdt in den Zellysaten bestimmt,
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CAT-Aktivitit (pmol/mg x min)

Ko TPA Induktion-
faktor
GAL4 3.5 2.6 e
GAL4-c-Fos WT 265 1050 4.2
GAL4-A373 406 796 2.2
GAL4-A328 119 148 1.1
GAL4-A237 4.2 6.5 S
Pe7s GAL4 DNA-Bindedomiane

c-Fos Proteinsequenzen

Tab. 1: Auswertung der CAT-Aktivitdt des Versuchs aus Abb. 17. Die Induktionswerte stellen den
Mittelwerte aus zwei unabhiinigen Versuchen dar. In der linken Hilfte ist die schematische Darstellung der
chiméren Proteine zu sehen. Ko: Kontrolle, WT: Wildtyp.

Bis auf die Mutante GAL4-A237 und die GAL4-DNA-Bindedomine (GAL4) sind alle
chiméren Proteine in der Lage, die Transkription des Indikatorgens zu induzieren. Die
Mutante A237 zeigt weder in unbehandelten noch in TPA-behandelten Zellen eine
Transaktivierung (Abb.17 und Tabelle 1). Dies beweist, dafl die transaktivierenden
Domiinen des c-Fos Proteins im carboxyterminalen Bereich liegen. Die Mutante A373 hat
in TPA behandelten Zellen eine dhnlich hohe Aktivitit wie das Wildtyp Protein und ist
auch induzierbar (Abb.17). Folglich befindet sich im carboxyterminalen Ende (AS 373 -
AS 380) keine Transaktivierungsdomiine. Stattdessen konnte sich hier eine reprimierende
Domiine befinden, die auch fiir die niedrige Aktivitit des Wildtyp-Protein in
unbehandelten Zellen gegeniiber der Mutante A373 verantwortlich ist.

Die Mutante GAL4-A328 hat in unbehandelten Zellen noch ungefihr 25% der
Transaktivierungsaktivitit von GAL4-A373. Da die Mutante A237 keinerlei Aktivitit hat,
befindet sich zwischen Aminosiure 237 und 328 eine Transaktivierungsdomine. Die
Mutante GAL4-A328 wird jedoch in TPA-behandelten Zellen nicht aktiviert. Dies bedeutet
wiederum, daf8 sich die Domiinen, die die TPA-Induktion vermitteln, im Bereich
zwischen Aminosdure 328 und 373 befinden (Abb. 17 und Tab. 1). Interessanterweise
befindet sich jedoch in diesem Bereich keine Phosphorylierungsstelle, da die Mutante




A328 und A373 das gleiche Phosphorylierungs-Muster zeigen, welches sich auch nach
TPA Induktion nicht verindert (Abb. 15). Ein offensichtlicher Unterschied zwischen der
Mutante A328 und A373 ist das verinderte Laufverhalten im SDS-AA-Gel nach TPA
Behandlung der Zellen. Die Aktivierung der Proteine nach TPA-Induktion der Zellen
verlduft wahrscheinlich {iber diese Modifikation.

Zusammenfassend 148t sich sagen, dafl es gelungen ist, die Transaktivierungs-Fihigkeit
der c-Fos Deletionsmutanten mit Hilfe von chimiren Proteinen zu testen. Dabei zeigte
sich, dall sowohl im Bereich zwischen Aminosidure 237 und 328 als auch im Bereich
zwischen Aminosdure 328 und 373 eine Transaktivierungsdoméne liegt. Die Doméne
des Proteins, die durch die TPA-Induktion von Zellen aktiviert wird, befindet sich
ebenfalls zwischen Aminosdure 328 und 373. Im Bereich zwischen AS 373 und AS 380

befindet sich dagegen moglicherweise ein reprimierende Doméne.
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Diskussion

Der Transkriptionsfaktor AP-1 hat eine zentrale Bedeutung bei der schnellen Antwort der
Zelle auf verdnderte Umwelteinfliisse. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dafl AP-1 posttranslationell unter dem Einfluf} der verinderten Umwelt, in diesem Fall
TPA und UV, modifiziert wird. Die Modifikationen an den beiden Untereinheiten von
AP-1, c-Fos und c-Jun finden innerhalb von wenigen Minuten statt und fithren zur
transkriptionellen Aktivierung des Kollagenase-Gens. Auflerdem sind sie wahrscheinlich
auch fiir autoregulatorische Prozesse von c-Fos und c-Jun auf die Expression der eigenen

Gene von Bedeutung.

Modifikation von c-Jun durch TPA

Die TPA-induzierten Modifikationen am c-Jun Protein erscheinen vordergriindig
betrachtet widerspriichlich, Die Analyse der Modifikation in der Peptid-Kartierung zeigte,
daf} c-Jun nach TPA-Induktion gleichzeitig phosphoryliert und dephosphoryliert wird.
Wie konnen zwei gleichzeitige, gegenldufige Prozesse wie Phosphorylierung und
Dephosphorylierung das c-Jun Proteins aktivieren? Moglicherweise durch die
Veridnderung vollig separater Funktionen und Doménen des Transkriptionsfaktors.
Transkriptionsfaktoren besitzen die Fihigkeit, einerseits an eine bestimmmte DNA-
Sequenz im Promotor von Genen zu binden (DNA bindende Domine), und zum anderen
die Transkription dieser Gene zu induzieren (Transaktivierungsdomine). Durch
Dephosphorylierung im Bereich der DNA-Bindedoméne wiirde das Protein in diesem
Bereich basischer und konnte besser an die DNA binden. Eine Phosphorylierung im
Bereich der Transaktivierungsdomine konnte die Kopplung an die RNA Polymerase 11
iber einen Kofaktor ermdglichen (Berger et al., 1990). Die Phosphorylierung wiirde eine
saure Transaktivierungsdomine erzeugen, die in anderen Transkriptionsfaktoren
konstitutiv als Doméne saurer Aminoséiuren vorliegt. (Ptashne, 1988; Mitchell und Tjian,
1989). Die Kartierung der Modifikationsstellen mit Hilfe der Jun Mutanten zeigt, daf} die
durch TPA-Induktion phosphorylierten Peptide x und # im aminoterminalen Bereich des
c-Jun Proteins liegen. Hier befinden sich auch die Transaktivierungsdoménen von c-Jun
(Angel et al., 1989). Die ‘Phosphoisomere” g, b, ¢, welche moglicherweise im Bereich
der DNA-Bindedomine lokalisiert sind, werden dagegen nach TPA-Induktion am Peptid
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a dephosphoryliert. Es ist daher wahrscheinlich, daf sowch! die Phosphorylierung als
auch die Dephosphorylierung von c-Jun Teilprozesse der Aktivierung des Proteins
darstellen. Dies bedeutet auch, dal die TPA-induzierte Signalkette zur Aktivierung
sowohl von Phosphatasen und als auch von Proteinkinasen im Kern fithren muf.

Die Arbeitsgruppen um M. Karin und T. Hunter beschéftigen sich ebenfalls mit der
Modifikation von c-Jun. Die Benennung der Peptide mit a, b, c und X , Y durch Boyle et
al. wurde inzwischen allgemein iibernommen, Sie beschreiben in ihrer Arbeit die schnelle
Dephosphorylierung des Peptids a nach TPA Induktion (Boyle et al., 1991). Sie kénnen
u. a. zeigen, dall a, b und c tatsichlich "Phosphoisomere” des gleichen Peptids sind,
welches von AS 227 bis AS 252 reicht. Auflerdem zeigen sie, daBl die
Dephosphorylierung von a zu einer erhthten Bindefihigkeit des Proteins an ein TRE
Oligonukleotid fiihrt. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Phosphorylierung des
Peptides x (bei Boyle et al. X) durch TPA-Behandlung der Zellen wird bei Boyle et al. im
Zusammenhang mit der TPA-Induktion nicht erwihnt, sondern in einer spiteren
Verbffentlichung als Ha-Ras spezifische Induktion von c-Jun beschrieben (Binétruy et
al., 1991). Ha-Ras ist ein membrangebundenes Onkoprotein mit GTPase Aktivitit (Buss
und Shefton, 1986; Marshall, 1991). Es fiihrt genau wie TPA zu einer Aktivierung der
Protein Kinase C und des Phosphatidylinositol-Umsatzes (Lacal et al., 1987; Wolfman
und Macara, 1987). Die Aktivierung der gleichen Signalkette wie TPA sollte daher auch
zur gleichen Modifikation an c-Jun (Phosphorylierung von x) fithren, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. Der von Binétruy et al. vorgeschlagene Weg einer
PKC abhiéngigen und unabhingigen Ha-Ras Induktion erscheint eher unwahrscheinlich.

In einer dritten Arbeit, die sich mit der Modifkation von c-Jun befafit (Pulverer et al.,
1991) ist es gelungen, die Phosphorylierungsstellen fiir x und u (bei Pulverer und Boyle
als Y bezeichnet) im Jun Protein zu lokalisieren und die moglicherweise verantwortliche
Proteinkinase zu identifizieren. Die MAP Kinase phosphoryliert in vitro die Peptide x und
Y an den AS 62 und 72. Sie wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren, TPA und Ha-
Ras aktiviert und als sog. “Switch” Kinase bezeichnet, da sie, als Serin/Threonin Kinase
eine Tyrosin-Phosphorylierung zur Aktivierung benétigt. Rezeptoren in der Zellmembran
besitzen meist Tyrosin Kinase Aktivitit, wihrend beispielsweise fiir die Phosphory-
lierung von Transkriptionsfaktoren im Kern Serin/Threonin Kinasen bendtigt werden. Die
MAP Kinase kann beide Teile der Signalkette miteinander verkniipfen (Payne et al.,
1991). Ob die MAP Kinase jedoch tatsichlich die TPA-Induktion vermittelt, ist noch nicht
geklirt, In den im Folgenden beschriebenen Transaktivierungsdominen von c-Fos

befinden sich keine Erkennungssequenzen fiir die MAP Kinase.




Die Daten aus den diskutierten Publikationen bestiitigen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, wonach die TPA-Behandlung von Zellen zu einer Dephosphorylierung von a in
einem Bereich nahe der DNA-Bindedomiine fiihrt. AuBerdem wurde die Kartierung der
Phosphorylierungsstellen fiir x (AS 72 bis AS 146) und u (AS 6 bis 72) durch die
Ergebnisse von Pulverer et al. bestitigt.

Modifikation von ¢-Jun durch UV

UV-Bestrahlung flihrt wie TPA-Induktion zu einer schnellen Modifikation von c-Jun.
Dabei zeigen sich sowohl im 1-dimensionalen SDS-AA-Gel als auch in der Peptid
Kartierung Unterschiede zu der TPA induzierten Modifikation. Das Auftreten von zwei
zusiitzlichen Phosphorylierungen (Peptid u und v) in der Peptid-Kartierung des
endogenen c-Juns dufert sich in einem verlangsamten Laufverhalten im SDS-AA-Gel.
Das Peptid u (Y) war schon in Zusammenhang mit der Ha-Ras Induktion und der
Modifikation durch TPA und MAP Kinase von Binétruy et al. und Pulverer et al.
beschrieben worden. Die Phosphorylierung am Peptid v wurde dagegen in diesem
Zusammenhang nicht entdeckt, sondern in der vorliegenden Arbeit erstmals beschrieben.

Interessanterweise konnte sowohl das verinderte Laufverhalten von c-Jun im 1-
dimensionalen SDS-AA-Gel, als auch das Auftreten von Peptid v in der Peptid-
Kartierung in Adenovirus E1A transformierten Zellen nachgewiesen werden (B.
Hagmeyer, Leiden , Niederlande, unvertffentlicht). Obwohl E1A die Transaktivierungs-
fihigkeit von c-Jun induziert (P. Angel, unverdffentlicht), wird das Kollagenase-Gen
durch E1A reprimiert (Offringa et al., 1990). Diese Hemmung verlduft wahrscheinlich,
unabhiéingig von Phosphorylierungen in der Transaktivierungsdoméne von c-Jun, iiber die
DNA-Bindedomine in c-Jun/c-Fos Heterodimeren. Dagegen fiihrt die Aktivierung von c-
Jun durch E1A zur Induktion anderer Gene, darunter auch das c-jun Gen (van Dam,
1991).

UV-Bestrahlung knnte ebenso wie E1A iiber Phosphorylierung der Transaktivierungs-
Domiinen von c-Jun zur Induktion des c-jun Gens fithren. Bemerkenswerterweise fiihrt
UV zu einer mindestens 10 fach stirkeren Induktion des c-jun im Vergleich zu TPA (Stein
et al.,, 1991). Der offensichtliche Unterschied zwischen TPA- und UV-Induktion besteht
in der Phosphorylierung des Peptids v in Folge der UV-Behandlung. Die Induktion des c-
jun Gens erfolgt iiber zwei DNA-Elemente, die TRE-éhnliche Sequenzen besitzen und an

die Proteine aus der Jun Familie binden (Stein et al., 1991). Dies konnte moglicherweise
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auch modifiziertes c-Jun sein. UV-induzierte Zellen enthalten, neben der stark
modifizierten c-Jun Spezies, auch c-Jun Protein, das in gleicher Weise wie nach TPA-
Induktion der Zellen modifiziert ist. Moglicherweise ist diese c-Jun Spezies fiir die
Interaktion mit c-Fos und fiir die Induktion des Kollagenase-Promotors verantwortlich.
UV wiirde somit zwei Modifikationsformen von c-Jun aktivieren, die einerseits
zusammen mit c-Fos das Kollagenase-Gen induzieren und zum anderen das c-jun Gen

induzieren,

Der Verlauf der Signalkette von der UV-Bestrahlung der Zellen bis zur schnellen
Modifikation von c-Jun ist noch nicht vollstindig verstanden. Die Schidigung der DNA
konnte als primére Ereignis der UV-Induktion identifiziert werden. Daneben sind jedoch
auch zytoplasmatische und moglicherweise auch extrazelluldre Ereignisse in die
Signalkette involviert (siehe Einleitung). So konnte gezeigt werden, dafl nach UV-
Bestrahlung die Zellen die Wachstumsfaktoren Interleukin-1a und bFGF ins Medium
abgeben. Durch diese Faktoren kann die UV Antwort in unbestrahlten Zellen ausgelost-
werden (Krdmer, 1991). Es wird jedoch auch die Moglichkeit diskutiert, dafl aktivierte
Wachtumsfaktoren die Zelle nicht verlassen, sondern noch in der Zelle an ihren
spezifischen Rezeptoren binden und eine Signalkette induzieren (Yayon und Klagsbrun,
1990a, b)

Moglicherweise konnte ein solcher intrazelluldrer Kurzschlufl eines aktivierten
Wachtumsfaktors zu einer schnellen Modifikation von Transkriptionsfaktoren fiihren.
Neuere Experimente zeigen, daf IL-1a zur gleichen Modifikation am c-Jun fithrt wie UV-
Strahlung (C. Sachsenmaier, unvertffentlichte Daten). Die schnelle Modifikation von c-
Jun durch IL-10 konnte in der Tat die schnelle und primire Reaktion der Zelle auf UV-
Bestrahlung widerspiegeln: UV wiirde iiber die Aktivierung eines IL-1o
Rezeptorkomplexes wirken. Dieser miifite zur Aktivierung einer anderen Signalkette
fiihren wie TPA.

Modifikation von ¢-Fos nach TPA

In der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen, die Modifikationen des endogenen
konstitutiv exprimierten c-Fos zu analysieren. Aufgrund der hier ausgearbeiteten
Versuchsbedingungen - metabolische Markierung des konstitutiv exprimierten Proteins,
und anschlieBende kurze Induktion der Zellen, wobei die Neusynthese von Proteinen




ausgeschlossen ist - konnen die Modifikationen von c-Fos und c-Jun direkt mit der
Fihigkeit der Proteine zur Transaktivierung und zur Vermittlung der TPA- und UV-
induzierten Kollagenase-Genexpression korreliert werden. C-Fos und c-Jun aus
nichtinduzierten Zellen sind, von einem geringen Basalwert abgesehen, nicht in der Lage
die Transkription des Kollagenase-Gens zu induzieren. C-Fos und c-Jun aus Zellen, die
nur 15 Minuten mit TPA induziert wurden, konnen dagegen die Transkription des
Kollagenase-Gens induzieren. In friiheren Arbeiten, die sich ebenfalls mit der
posttranslationalen Modifikation von c-Fos beschiftigten, wurden Bedingungen gewihlt,
unter denen grofle Mengen an Fos Protein zur Verfiigung standen. Bei dem untersuchten
c-Fos Protein handelte es entweder um neusynthetisiertes Protein (Kruijer et al., 1984;
Miiller et al., 1984; Miiller et al., 1987; Franza et al., 1988), um c-Fos Protein aus Zellen
die transient oder stabil mit c-Fos Expressionsvektoren transfiziert worden waren (Curran
et al., 1984; Barber und Verma 1987; Lee et al., 1988) oder um in vitro, im
Retikulozyten-Lysat exprimiertes c-Fos Protein (Curran et al., 1987). Diese Arbeiten
lassen nur eine sehr beschréinkte Aussage auf die Bedeutung der Modifikationen zu.

Die genaue Analyse der Modifikationen durch Peptid-Kartierung von endogenem c-Fos
sowie transient exprimierter c-Fos Mutanten ermdglichte ihre Lokalisation im Protein zu
bestimmen. C-Fos kann alleine nicht an DNA binden. Erst in Form eines Heterodimer mit
c-Jun zusammen ist c-Fos in der Lage an die DNA zu binden und Gene zu aktivieren. Mit
Hilfe der, in der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten chiméren GAL4-c-Fos Proteinen
war es erstmals moglich, die transaktivierenden Fihigkeiten von c-Fos Mutanten direkt zu

erfassen, ohne daf einen Dimerisierung mit c-Jun nétig war,

C-Fos wird nach TPA-Induktion an verschiedenen Stellen im Carboxy-Terminus
modifiziert. Im extremen C-Termius von AS 360 bis AS 380 des c-Fos Proteins sind
40% der Aminosduren Serine, und somit auch mégliche Phosphorylierungsstellen. In der
Mutante A373 ist ein Teil dieses Bereiches deletiert. Dies fiihrt zum Verlust von
mindestens zwei Phophorylierungsstellen. Trotzdem kann das GAL4-A373 Protein noch
die Transkription des Indikator-Gens aktivieren und die TPA Induktion vermitteln. Die
Phosphorylierungsstellen im Carboxy-Terminus haben folglich keine Bedeutung fiir die
Transaktivierungsfihigkeiten von c-Fos und ihre Aktivierung durch TPA-Behandlung
von Zellen,

Stattdessen sind diese Modifikationen wahrscheinlich wichtig fiir die Regulation des c-fos
Promotors durch das c-Fos Protein. Verschiedene Gruppen haben die Notwendigkeit des
Carboxy-Terminus fiir die Autorepressions-Vorginge von ¢-Fos dokumentiert. (Wilson
und Treisman 1988; Lucibello et al., 1989; Guis et al., 1990). Desweiteren werden auch
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die Transformationseigenschaften von v-Fos teilweise auf die Mutation im Carboxy-
Teminus und die daraus resultierende Unfdhigkeit, das Fos Gen zu reprimieren,
zurlickgefiihrt. (Wilson und Treisman, 1988). Nach Mutation der Serine im Carboxy-
Terminus sind die mutierten Proteine nicht mehr in der Lage, die Serum-Induktion des c-
Fos Gens zu hemmen. Andererseits konnen die gleichen Mutanten gemeinsam mit c-Jun
in F9 Zellen die Expression eines CAT-Gens unter der Kontrolle eines multimeres TREs
induzieren (Ofir et al., 1990). Diese Befunde bestitigen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, wonach die Phosphorylierung im Bereich zwischen AS 373 und AS 380 des c-
Fos Proteins keine Bedeutung fiir die Transaktivierung des Kollagenase-Gens haben.
Repression und Induktion sind folglich verschiedene Prozesse, die mdglicherweise auch

unabhiénigig voneinander induziert werden kdnnen.

Die Analyse der Transaktivierungsdominen des c-Fos geht von der Mutante A237 aus,
die keinerlei Transaktivierungsfihigkeit mehr besitzt und auch keine TPA-induzierte
Modifikation mehr erfihrt. Folglich befinden sich die Transaktivierungsdoménen des c-
Fos wahrscheinlich zwischen AS 237 und 372. Zum gleichen Ergebnis, in bezug auf die
aminoterminale Begrenzung der Transaktivierungsdomine, kamen Hirai et al., die die
Transaktivierungsfihigkeit einer c-Fos Mutante, deren carboxyterminaler Bereich bis zur
Aminosire 207 deletiert war, untersuchten. Diese Mutante war nicht mehr in der Lage,
gemeinsam mit c-Jun die Trankription eines AP-1 abhingigen Indikator-Gens zu steigern
(Hirai et al., 1990). In vitro Transkriptions-Experimente, in denen die Trans-
aktivierungsfihigkeit von bakteriell exprimierten c-Fos und c-Jun Mutanten getestet
wurden, fiihren zur Definition verschiedener induzierender und hemmender Doménen im
amino- und carboxyterminalen Bereich des Fos Gens. Die Ergebnisse sind jedoch nur
schwer zu analysieren, da die Versuche in HeLa Zellextrakten gemacht wurden, und eine
Interaktion mit endogenem c-Fos und c-Jun nicht génzlich ausgeschlossen werden kann
(Abate et al., 1991). Die Untersuchung der Transaktivierungsfihigkeit des viralen Fos
fiihrte zur Definition von drei Aktivierungsdominen (Lucibello et al., 1991). Zwei
Domiinen beinhalten v-Fos spezifische Mutanten bei Position 138 und 288. Als dritte
Transaktivierungsdoméne wird der Bereich zwischen AS 220 und 280 definiert. Dies
entspricht den Daten der vorliegenden Arbeit und der Arbeit von Hirai et, al.(1990).
Dieser Bereich ist durch einen hohen Anteil an Prolin und sauren Aminosduren
gekennzeichnet. Dies ist ein Charakteristikum fiir Transaktivierungsdoménen von
Transkriptionsfaktoren (Mitchell und Tjian, 1989)

In den oben beschriebenen Arbeiten wurde die Wirkung der c-Fos Mutanten immer im
Zusammenspiel mit c-Jun untersucht. AuBerdem wurden nur die Basalaktivititen
bestimmt. In der vorliegenden Arbeit konnten mit Hilfe der GALA4-c-Fos Chimiren die c-




Fos Mutanten unabhingig von c-Jun und endogenen Proteinen untersucht werden. Neben
den Transaktivierungsdoménen konnten auch erstmals die Bereiche im c-Fos kartiert
werden, die durch TPA Induktion aktiviert werden.

Die Mutante A328 hat noch 50% der Transaktivierungsfihigkeit des c-Fos Wildtyps
besitzt, andererseits aber keine Induktion durch TPA mehr vermittelt. Zwischen AS 237
und 328 liegt folglich eine Transaktivierungsdomine. Der Bereich zwischen AS 328 und
372 beinhaltet neben einer weiteren Transaktivierungsdomine die Domine, welche die
TPA-Induktion vermittelt. Phosphorylierung als Mediator der TPA-Aktivierung kann
ausgeschlosen werden, da die Mutanten A328 und A372 das gleiche Phosphorylierungs-
muster haben. Ein Unterschied zwischen den beiden Mutanten liegt in dem veréinderten
Laufverhalten von A373 nach TPA-Induktion. Moglicherweise vermittelt diese
Modifikation auch die TPA-Induktion.

Welche Modifikation kionnte fiir das verinderte Laufverhalten von c-Fos nach TPA-
Induktion verantwortlich sein? Die Anlagerung von einem Ubiquitin Molekil an ein
Protein ist nicht nur im Zusammenhang mit Abbauvorgéingen bekannt. Die reversible
Monoubiquitinylierung von Histon H2A fiihrt nicht zur Degradation des Histons
(Hershko 1988). Ubiquitin bindet an Lysin und fiihrt zu einer Erhohung des
Molekulargewichtes um ungefihr 8 kD. Dies entspricht ungefihr auch der Anderung des
Laufverhaltens von c-Fos nach TPA Induktion. Im Carboxy-Terminus des c-Fos Genes
befindet sich an der Stelle 360 ein Lysin (siche Abb. 16). Bemerkenswerterweise findet
nur bei den Mutanten, in denen das Lysin noch vorhanden ist, eine Verdnderung im
Laufverhalten statt. Der Nachweis einer Ubiquitinylierung von c-Fos nach TPA-Induktion
mit Hilfe von Immunprizipitationen und Western-Analysen mit Ubiquitin-Antikérpern ist
jedoch nicht gelungen.

Desweiteren ist bekannt, daB AP-1 O-glycosyliert ist (Jackson und Tjian, 1988). O-
Glycosylierungen finden an Serin und Threonin statt. Dies sind zugleich md&gliche
Phosphorylierungsstellen. Glykosylierungen und Phosphorylierungen kénnten somit
gegenlidufige Prozesse sein, die um die Modifikation der gleichen Aminosiure
konkurrieren und so zur Aktivierung oder Hemmung von Proteinen beitragen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die mogliche Glykosylierung durch Behandlung
der Immunprizipitate mit O-Glycosidasen nachzuweisen, oder die spezifische Bindung
von c-Fos aus TPA-induzierten Zellen an eine Lektinsdule zu zeigen. Beide Ansiitze

fihrten jedoch zu keinem schliissigen Ergebnis.

Andere mégliche Modifikationen von c-Fos wie ADP Ribosylierung, n-Glycosylierung,
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Adenylierung oder Metylierung sollen laut Barder und Verma im c-Fos Protein nicht
auftreten (Barber und Verma, 1987). Es ist jedoch nicht vollig auszuschliefSen, dafl auch
eine solche Modifikation fiir die Verinderung im Laufverhalten von c-Fos und die

Vermittlung der TPA-Induktion eine Rolle spielt.

Obwohl die Mutante A328 keine TPA-Induktion mehr vermitteln kann, erfolgt eine TPA-
abhingige Phosphorylierung an dem Protein, Méglicherweise kann diese Modifikation
dennoch fiir die Transaktivierung wichtig sein. Die Doméne ist jedoch ohne einen
synergistisch wirkende Bereich im deletierten C-Teminus nicht in der Lage, die Induktion
zu vermitteln. Die Moglichkeit kann nach der genauen Lokalisation der

Phosphorylierungsstelle durch eine Punktmutation geklért werden.

Modifikation von c-Fos durch UV

Die Verdnderung des Phosphorylierungsmuster von c-Fos nach UV-Bestrahlung von
Zellen zeigt zwar die gleiche Tendenz, ist jedoch bedeutend schwicher als nach TPA. Die
TPA induzierte Verinderung des Laufverhaltens von c-Fos ist nach UV-Bestrahlung
iberhaupt nicht zu sehen. Falls diese Modifikation tatsdchlich fiir den Grofteil der
Aktivierung von c-Fos verantwortlich ist, wird die Transaktivierungsfihigkeit von c-Fos
durch UV nicht oder nur schwach induziert. Méglicherweise ist dies ein Grund fiir die

schwichere und verzigerte Induktion der Kollagenase durch UV im Gegensatz zu TPA.

Transaktivierung und Transformation

Obwohl Transformation mit Genregulation im Zusammenhang stehen muB}, konnten die
fiir die Transaktivierung wichtigen Bereiche von c-Fos bislang nicht direkt mit denen der
Transformation korreliert werden (Lucibello et al., 1991). Auch die in der vorliegenden
Arbeit charakterisierten Transaktiverungsdominen korrelieren nicht mit den fiir die
Transformation wichtigen Bereichen (beispielweise AS 110-220; Jenuwein und Miiller,
1987). Transformation wird nicht durch die einmalige Induktion des c-Fos Gens
ausgelost, sondern durch die Uberexpression des Proteins. Diese Uberexpression fiihrt
dazu, daf auch andere Transkriptionsfaktoren, mit denen c-Fos interagiert, beeintréichtigt
werden und so die Regulationsmechanismen der Zelle an vielen Stellen gestort sind.

Daher befinden sich die fiir die Transformation wichtigen Doménen auch im “Leucine-




Zipper” (Schuermann et al., 1989) und in Bereichen, die fiir die Stabilitit (Lee et al, 1988;
Rahmsdorf et al., 1987) und die Autorepression des Proteins verantwortlich sind
(Wilson und Treisman, 1988).

Im aminoterminalen Bereich des c-Juns befinden sich die drei Transaktivierungs-
Domiénen des Proteins (Angel et al., 1989). Die Deletion dieser Doménen fithrt zum
Verlust der Ha-Ras abhingigen Transformationsfihigkeit von embryonalen Rattenzellen
durch die c-Jun Mutanten (Alani et al., 1991). Fiir c-Jun konnte somit im Gegensatz zu
Fos ein direkter Zusammenhang zwischen Transaktiverung und Transformation
festgestellt werden. Moglicherweise spielen dabei auch die durch Ha-Ras induzierten
Modifikationen eine Rolle. Andererseits fiihrt auch eine Deletion des “Leucine Zipper”
zum Verlust der Transformationsfihigkeit. Wahrscheinlich sind auch bei c-Jun
verschiedene Dominen des Proteins notwendig, um die volle Transformationsfihigkeit zu

gewdhrleisten,

Modell der schnellen Genaktivierung durch TPA- und UV-induzierte
Modifikationen von AP-1

Die schnelle Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP1 durch TPA fiihrt zu einer
schnellen Induktion des Kollagenase Gens und anderer AP-1 abhéngiger Gene. Diese
frithe Aktivierung ist wahrscheinlich notwendig, um die volle Anschaltung des Promotors
durch neusynthetisierte Faktoren zu ermdglichen. Die Bedeutung von AP-1 fiir die
Induktion des Kollagenasegens ist demnach einerseits in einer Initiatorfunktion zu sehen,
andererseits ist AP-1-Aktivitdt auch fiir die langfristige Induktion des Gens absolut
notwendig. TRE-Mutationen im sonst intaktem Kollagenasepromoter fithren zur
vollstindigen Inaktivierung des Promoters (Jonat et al., 1990). Moglicherweise sind auch
fiir die langfristige AP-1 Aktivitdt Modifkationen von Bedeutung. TRE Sequenzen alleine
fiihren nur zu einer transienten Induktion (Maximum bei 2 Stunden), die aber von
Proteinneusynthese unabhiingig ist und wahrscheinlich durch die in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Modifikationen am AP-1 vermittelt wird (Stein 1990; Jonat et al.,
1991).

Neben dieser Initiatorfunktion fiir AP-1 abhiingige Gene spielt die Modifikation von c-
Fos und c-Jun méglicherweise auch noch eine Rolle bei der Autoregulation der eigenen
Gene. Die Repression der basalen Transkription von c-fos ist vom c-Fos Protein

abhiingig. Die Inkubation von Zellen mit Antisense c-Fos mRNA fiihrt zur Derepression
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des c-fos Promotors (Schonthal et al., 1988b, 1989). Ebenso ist bekannt, daf} die
Repression des c-Fos Promotors nach TPA-Induktion von der Neusynthese des c-Fos
Proteins abhidngt (Schonthal et al., 1989). Das heifit, das c-Fos Protein, welches
konstitutiv in der Zelle vorliegt, hat reprimierende Eigenschaften. Moglicherweise findet
nach TPA eine Modifikation am c-Fos statt, welche diese reprimierende Form des c-Fos
Proteins inaktiviert und dazu beitrdgt, dal der c-fos Promoter induziert wird. Die
Repression erfolgt erst wieder durch das neusynthetisierte c-Fos Protein, welches wieder
die reprimierenden Modifikationen tréigt. Dies wird auch dadurch bewiesen, daf unter
Bedingungen der Proteinsynthese-Hemmung eine Superinduktion des Fos Promotors
stattfindet (Rahmsdorf et al., 1987). Moglicherweise vermitteln die im extremen Carboxy-
Terminus beobachteten Modifikationen diese Autoregulation des c-fos Gens.

Ebenso konnte die Modifikation von c-Jun durch UV-Bestrahlung das Protein in eine
Form tiiberfiihren, die iiber die Bindung an ein URE im c-jun Promotor die Induktion des
c-jun Gens vermittelt. Neusynthetisiertes Jun Protein wiirde dann ebenfalls zur
Repression fiihren, da es, aufgrund verdnderter Modifikationen, nicht mehr in der Lage
ist, an das URE zu binden.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Erfassung und Identifikation der schnellen
Modifikation von AP-1 nach verschiedenen Induktion der Zellen, die Bedeutung der
Modifikationen von AP-1 fiir die Transkriptionsregulation AP-1 abhiniger Gene gezeigt
werden. Dariiberhinaus spielen die Modifikationen moglicherweise auch bei Auto-
regulationsmechanismen eine Rolle. Die unterschiedlichen Modifikationen von c-Jun und
c-Fos in TPA-behandelten oder UV-bestrahlten Zellen zeigt, dal die Signalketten der
beiden Induktoren nicht vor AP-1 konvergieren sondern, mittels unterschiedlicher
Protein-Kinasen, Phosphatasen oder andere modifizierenden Enzyme den Transkriptions-

faktor AP-1 aktivieren und in der Folge die Expression der Kollagenase induzieren.

Wahrscheinlich wirken auch andere Induktoren iiber die gleichen oder dhnliche
Modifikationen. Dies konnte am Beispiel des Adenovirus E1A, des Onkogenproduktes
Ha-Ras und des Cytokins Interleukin 1o schon gezeigt werden. Durch genauve Kartierung
der Modifikationsstellen sollte es in der Zukunft gelingen, die flir die Modifikation
verantwortlichen Enzyme zu identifizieren und somit die Signaltransduktionen der

verschiedenen Induktoren weiter zu entschliisseln,
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